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Uber die Thermostabilitit des Co-Enzyms und seine 
Abscheidung von Hefevitamin B. 


Von 
Th. Tholin. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, April 1921.) 


Seitdem Harden und Youngs!) klassische Arbeit iiber 
Co-Enzym erschienen war und klar machte, daf} die alkoho- 
lische Giirung von der Gegenwart einer Substanz abhing, 
welche aus dem Hefeprefisaft durch Dialyse abgeschieden und 
bis zu 100° C. erhitzt werden kann, ohne ihre spezifische Funktion 
zu verlieren, waren viele Forscher mit dem Studium dieser 
merkwiirdigen Substanz beschiftigt, ohne jedoch eine defini- 
tive Lésung des Problems zu erreichen. Abderhalden?’) und 
Frinkel*) haben versucht, aus der Hefe Stoffe von gréferer co- 
enzymatischer Aktivitiit darzustellen, haben aber leider die rein 
co-enzymatische Wirkung weder auf einen frischen durch Dia- 
lyse inaktivierten Hefeprefsaft noch auf ein nach Euler*)*)®) 
ausgewaschenes Trockenhefepriparat gepriift. Der Zusammen- 
hang zwischen dem spezifisch co-enzymatischen und dem ge- 
fundenen acceleratorischen Effekt wiirde dann seine wichtige 
Aufklirung erhalten haben. Nach Ansicht des Verfassers 
wiirde es sich gezeigt haben, daf die isolierten Praparate nicht 





') Harden und Young, Pros, Roy. Soc. Bd. 78, 8S. 369 (1906); wei- 
tere Literatur in A, Hardens Monographie: Alcoholic Fermentation, 
London 1914. 

*) Abderhalden und Schaumann, Fermentforsch. Bd. 2, S. 120 
(1918). 

3. Frinkel und Schwarz, Biochem. Zeitschr. Bd. 112, 8. 203 (1920). 

*) Euler und Berggren, Zeitschr. f. Girungsphysiol. Bd. 1, 8. 203 
(1912), 

5) Euler und Heintze, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 165 (1919). 

°) Euler, Zeitschr. f. tech. Biol. Bd. 7, S. 200 (1919). 
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von spezifisch co-enzymatischer Natur waren. Sie gehéren eher 
einer Gruppe von Stoffen an, von deren Gegenwart in Hefe 
man lange Kenntnis hatte und welche in der Literatur der 
letzten Jahre in der Regel als Vitamine bezeichnet worden sind. 

Auber Abderhalden') und Schaumann?) hat auch 
Bachmann’)in einer interessanten Untersuchung die Abhingig- 
keit der Girung der Hefe von der Gegenwart der Vitamine 
gezeigt und dadurch vielleicht auch einen Beitrag zur Lésung 
der Bios-Frage geliefert. Bachmann hatte gezeigt, dafi un- 
gleiche Stimme von Saccaromyceten sehr verschiedene Bediirf- 
nisse fiir ihre Lebensfunktionen haben. Wéahrend im allge- 
meinen die Hefe darin wichst und eine reine Zuckerlésung 
vergiirt, kommen auch solche Hefepilze vor, welche sich ohne 
vitaminhaltige Extrakte nicht vermehren oder Zucker vergiiren 
kénnen. Bachmanns Hefe war eine Wildhefe, welche er aus 
selbstgirenden Birnen isoliert hat. Hier werden zum ersten- 
mal Ansichten iiber die Abhiingigkeit der Hefe von den Vita- 
minen gedufert. Daf} unsere gewodhnlichen Hefearten eine 
synthetische Zuckerlésung vergiren kénnen, muf} darauf be- 
ruhen, daf} schon ausreichend Vitamine in der Hefe vorhanden 
sind. Es wiirde von auf erordentlichem Interesse sein zu sehen, 
wie vergleichende Versuche mit gew6dhnlicher Hefe und mit 
Bachmanns Hefe bei vitaminhungernden Tieren ausfallen 
wiirden. Ein Wasserextrakt der Wildhefe selbst und an der- 
selben gepriift, wire vielleicht ausreichend, um entweder totalen 
Mangel an Vitaminen zu beweisen oder zu zeigen, daf} ein Grenz- 
wert vorhanden ist, unter welchem keine Girung eintreffen 
kann. Wie erwihnt, kann man aus Bachmanns Untersuch- 
ung schliefien, daf} aufier Co-Enzym weiter wenigstens noch 
eine organische Substanz zum Eintreffen der Girung erfor- 
derlich ist. Daf es niimlich nicht das Co-Enzym ist, welches 
durch den Vitaminextrakt zugefiihrt wird, habe ich in unten 
angegebener Untersuchung zeigen kénnen. 





‘) Abderhalden, Fermentforsch. Bd. 3, S. 44 (1919—20). 

*) Abderhalden und Schaumann, Pfliigers Arch. d. Physiolog. 
Bd. 172, S. 1—274 (1918). 

3) F. M. Bachmann, J. Biol. Chem. Bd. 39, 8. 235 (1919). 
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Mit Riicksicht auf die Lage der Co-Enzym-Vitaminfrage und 
auf Prof. von Eulers Anregung habe ich eine kombinierte Studie 
iiber Co-Enzym und Vitamine angefangen und die letzteren 
teils aus Hefe und teils aus einer héheren Pflanze (Kohl) dar- 
gestellt. Der erste Teil der Untersuchung besteht aus einer 
Bestimmung der Thermostabilitét bei verschiedener Aciditit 
pH eines unten definierten Co-Enzympriparates. In einem 
spiteren Teil dieser Mitteilung wird im Anschlufi hieran das 
Priparat behandelt, welches erhalten wird, wenn die co-en- 
zymatische Wirkung durch Erhitzen ausgeschaltet ist. Wie 
wir sehen werden, besitzt dieses einen beschleunigenden Kin- 
fluf auf die Girung, welcher mit gréfter Wahrscheinlichkeit 
auf die Vitaminfunktionen des Co-Enzympriparates zuriick- 
gefiihrt werden kann. Sowie dieses dargestellt ist, besitzt es 
nicht nur das Co-Enzym, sondern auch die Vitamine, welche 
die Entstehung von Beri-beri und Polyneuritis verhindern und 
deren Thermostabilitit weit gréfer ist als die des Co-Enzyms 
und sich darum durch geeignetes Erhitzen davon abscheiden 
lassen. Zum Schluf sind einige Versuche iiber den Einflu8 
der Kohlvitamine auf die Girung ausgefiihrt worden, um zu 
zeigen, daf} die Vitamine anderen Ursprunges einen Ahnlichen 
Effekt haben. Einige Thermostabilititsversuche mit Hefe- 
und Kohlvitamin schlieBben sich an. 

In friiheren von Abderhalden und Frankel gemachten 
Versuchen iiber aus Hefeextrakt isolierte Produkte wurde fast 
immer lebende Hefe als Studienmaterial angewandt. Diese 
Methode leidet jedoch an verschiedenen wesentlichen Nach- 
teilen. Man weifi nimlich nicht, ob die erhaltene Zunahme 
in der Girung der Ausdruck einer allgemeinen Steigerung 
der Lebenswirkung in der Hefe ist. Die Beschleunigung kénnte 
die Folge eines giinstigeren physiologischen Zustandes der 
Hefe sein oder die Stoffe kénnten direkt auf die dynamischen 
Faktoren der Hefe einwirken. Auch weif} man nicht, ob die 
Menge dieser Faktoren, darunter Co-Enzym und Vitamin, kon- 
stant ist, da man in der lebenden Hefe kein tiglich gleiches 
Hefepriparat hat. Bei Abderhaldens und Schaumanns 
Versuchen lat sich auberdem nicht beurteilen, welche Rolle 
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der Zuwachs der Hefe gespielt hat; vermutlich war dieselbe 
bei so langer Versuchszeit recht bedeutend. 

Bei meinen Versuchen sind diese Fehlerquellen beinahe 
eliminiert. Ich arbeite mit einer fein pulverisierten Trocken- 
hefe, welche von konstanter Gaérungsgeschwindigkeit ist, Diese 
wird stets gleichartig ausgewaschen und dadurch inaktiv. Zu 
diesem inaktiven Hefepriiparat wird eine eingewogene Menge 
Co-Enzym- resp. Vitaminpriparat, welche auf einmal im grofen 
dargestellt werden kann und sich lange unveriindert hiilt, 
gesetzt. Mein Versuchsmaterial zum Studium der Co-Enzym- 
Vitaminfrage ist somit scharf definiert und die erhaltenen Effekte 
sind also unabhiingig vom Zuwachs und von Anderungen des 
physiologischen Zustandes der Hefe. 


Darstellung der Substanz. 

Wegen der grofen Schwierigkeit, welche mit der Dar- 
stellung von Hefeprefisaft verbunden ist, und wegen dessen 
geringer Haltbarkeit habe ich (mit Wasser ausgewaschene) 
Trockenhefe angewandt, und zwar als Co-Enzym- resp. 
Vitaminpriparat eine aus Wasserextrakt der Trockenhefe mit 
Alkohol und Aceton isolierte Fraktion. Wir gehen nun zu 
einer niheren Besprechung der Darstellungsweise der folgenden 
Priparate iiber: Trockenhefe, ausgewaschene oder co-enzym- 
freie 'I'rockenhefe, Co-Enzym, Vitamine. 

Die Hefe ist eine Unterhefe der Brauerei St. Erik, 
Stockholm. Sie wird sorgfiltig mit laufendem kalten Wasser 
gewaschen und bis zu 30°/o Trockensubstanzgewicht ausge- 
pret, durch ein Sieb in diinner Schicht auf Filtrierpapier 
gerieben und 3 Tage bei Zimmertemperatur getrocknet. Dann 
wird sorgfiltig zerrieben und durch ein Metalldrahtsieb mit 
0,1 mm grofen Maschen gesiebt. Wie ein spiiterer Versuch 
zeigen wird, ist es von grofer Wichtigkeit, mit eimer zur 
Korngréfe gleichartigen Substanz zu arbeiten, da sonst bedeu- 
tende Differenzen bei den hier in Frage kommenden Versuchs- 
zeiten von 5—6 Stunden entstehen kénnen. 

Co-enzymfreies Hefepraparat durch Auswaschen mit 
Wasser darzustellen, bietet gewisse Schwierigkeiten. Die mit 
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Wasser behandelte Hefe verstopft bald die Filterporen, be- 
sonders wenn die Nutsche angewandt wird, und da die Be- 
handlung mit Wasser wiederholt werden soll und schnell gehen 
mufi, um die Zymase nicht zu zerstéren, ist diese Methode 
nicht geeignet. Zusatz von Alkohol vor dem Filtrieren er- 
leichtert zwar die Filtration, aber zerstért vor allen Dingen 
Oberhete, aber auch Unterhefe. Die Wirkung ist jedoch bei 
dieser letzteren unregelmifBiger, was sicher auf das Verhalten 
der Hefe vor dem Trocknen zuriickzufiihren ist. Uber dieses 
sonderbare Verhalten kann folgender Versuch angefiihrt werden. 
2 Kolben mit je 1 g getrockneter feinpulverisierter Oberhefe 
und 5 ccm Wasser werden */, Stunde geschiittelt. Der eine 
Kolben wird danach mit 1?/; com 96°oigem Alkohol versetzt. 
In beiden wird unmittelbar danach 2,5 g Rohrzucker zugesetzt 
und das Volumen bis zu 50 ccm verdiinnt. Die sich ent- 
wickelnde Kohlensiiure wurde volumetrisch bestimmt und betrug 
nach 6 Stunden 15 und 144 ccm resp. mit und ohne Alkohol- 
zusatz. Merkwiirdigerweise kann dieselbe getrocknete Oberhefe 
wihrend 24 Stunden mit 96°/oigem Alkohol behandelt werden 
und gibt nachher nach dem Trocknen per 1 g 190 ccm CO, 
in 50 ccm 5°/oiger Rohrzuckerlésung, welche mit 1'/,; ccm 
96°/oigem Alkohol versetzt ist. Die zerstérende Wirkung des 
Alkohols auf Trockenhefe tritt also erst nach der Wasser- 
behandlung ein. Wendet man ‘statt des Wassers eine 0),2 
normal Glycerinlésung an, so fiallt das Resultat ebenso aus. 

Eine bequeme Art, die Hefe vorm Wasserextrakt abzu- 
scheiden, erhiilt man durch Zentrifugieren. Die Darstellung 
von ausgewaschener co-enzymfreier Hefe geht auf folgende 
Weise vor sich: 4 Stiick Zentrifugengliiser auf je 100 ccm 
werden mit 1 g Hefe und 50 ccm Wasser beschickt und in der 
Schiittelmaschine 1?/, Stunden geschiittelt und danach in eine 
Zentrifuge von der Geschwindigkeit 1700 in der Minute ge- 
setzt. Nach 10 Minuten hat sich die Hefe als fester Kuchen 
am Boden des Glases abgesetzt. Die opalisierende Lésung 
wird abgegossen und die Hefe abermals mit 50 ccm Wasser 
wahrend 1'/, Stunden geschiittelt und danach zum zweitenmal 
zentrifugiert. Das so erhaltene Hefepriiparat ist so gut wie 
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inaktiv und entwickelt um 1—2 ccm CO, wihrend 6 Stun- 
den in 20 cem 5° Glukoselésung. Zusatz von 0,5 g Co- 
Enzympriparat gibt dagegen 30—40 ccm CO, wihrend der- 
selben Zeit. 

Co-Enzympriparat kann sowohl aus lebender wie 
getrockneter Hefe dargestellt werden. Doch hilt der Ver- 
fasser es am angebrachtesten, die oben beschriebene getrocknete 
Unterhefe anzuwenden, um Gleichmafigkeit bei der Unter- 
suchung zu erhalten. Priiparate aus lebender Hefe sind nicht 
wirksamer oder leichter zu reinigen. 150 g pulverisierte Trocken- 
hefe werden in 300 com Wasser aufgeschlemmt und in 1200 ccm 
kochendes Wasser gegossen. Die Mischung wird zum Kochen 
erhitzt, und nach 2 Minuten wird die Hefe abfiltriert. Die 
klare gelbgefairbte Lésung wird danach unmittelbar im Vakuum 
bei 25° C. auf 50 ccm eingedunstet. Mit weithalsigem Ab- 
fluBrohr und kriftiger Kiihlung der Vorlage dauert das Ver- 
dunsten 5 Stunden. Der Extrakt wird unmittelbar mit 50 ccm 
96°%/oigem Alkohol versetzt. Eine weifie Fallung tritt auf, 
welche hauptsachlich aus Eiweifistoffen, hdheren Kohlen- 
hydraten und Phosphaten besteht. Diese Fillung hat keine 
co-enzymatische Wirkung. Das Filtrat, welches also alles Co- 
Enzym enthalt, wird mit 300 ccm reinem Aceton versetzt. 
Hierbei entsteht eine gelbweifbe milchige Fallung, welche bei 
kraftigem Umschiitteln des Gefiaifges sich leicht am Boden zu 
einer ziihen, klebrigen Masse zusammenbackt. Weiterer Zu- 
satz von Aceton, Alkohol oder Ather gibt nur eine unbedeu- 
tende Triibung. Die iiberstehende Lésung ist beinahe klar 
und gelblich und wird, nachdem sie abgegossen ist, im Vakuum 
bei 15° C. bis zu einem kleinen Volumen verdampft und ge- 
prift, teils zusammen mit der Acetonfraktion, teils allein, gibt 
aber nur einen sehr geringen Co-Enzymeffekt. In der Aceton- 
fillung dagegen gibt es reichlich Co-Enzym und durch Reiben 
desselben mit absolutem Alkohol wird so allmahlich ein gelb- 
weifes, sandiges, duferst hygroskopisches Pulver erhalten. 
Durch Aufbewahren im Exsikkator iiber konz. H,SO, hilt es 
sich wahrend Monaten unverindert im Aussehen und Wirkungs- 
grad. Dieses Priparat wird bei allen Girungsversuchen an- 
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\- |  gewandt und Co, bezeichnet. Durch fraktionierte Fillung mit 
Alkohol und Aceton gliickte es dem Verfasser bei keiner 
i Fraktion, das Co-Enzym anzureichern, obgleich die héheren 

Fraktionen anscheinend etwas weniger enthalten. Das Pri- 


e parat lost sich leicht in Wasser zu einer beinahe klaren hell- 
‘ gelben Lésung von saurer Reaktion. Mit Phenolphtalein als 
e : Indikator wird zur Neutralisation von 0,25 g in 20 com Wasser 
. 3,2 com NaOH n/10 verbraucht. 0,25 g in 20 ccm Wasser 
t haben einen pH-Wert gleich mit dem 5,6. Gehalt an Asche 
. | ist bedeutend und ist 26,3°/o. P,O,-Gehalt ist 14%. Die 
Werte sind auf das Trockensubstanzpriparat berechnet. Mit 
Bleiacetat wird eine kraftige weifie Fillung erhalten und aus 


| dem Filtrat der Fillung wird der gréfjte Teil des Co-Enzyms 
| | durch Fallung mit Aceton zuriickgewonnen, jedoch erst, nach- 
dem der Uberschuf an Blei mit H,S fortgenommen wurde. 
Das Priparat gibt danach weder mit Bleiacetat, noch mit 
Magnesiamischung eine Fiillung, gibt aber doch folgende 
Analysenwerte, berechnet auf Trockensubstanz: Asche 13,1°/o, 
P,O, 6,1°%o,' N 4,75°/o (Mikro-Kjeldahl). Die grofge Menge 
Phosphorsiure, welche sich immer im Priparat findet, lift ver- 
muten, daf} die Funktion des Co-Enzyms mit dieser fiir 
alkoholische Girung so wichtigen Siure verbunden ist, und 
zieht man weiter die Leichtigkeit, mit welcher Co-Enzym 
sowohl von Saéuren und Alkalien, als von Lipase zerstért wird, 
in Betracht, so erscheint Hardens Vermutung, daf} das Co-En- 
zym von Esternatur ist, wohl begriindet. Die Untersuchung des 
Verfassers iiber die Thermostabilitit spricht ebenfalls fiir diese 
Ansicht. Um eine Auffassung zu gewinnen iiber die orga- 
nische Gruppe, welche an Phosphorsaiure gebunden sein soll, 
hat der Verfasser darum versucht, komplexe Osazone, in Ana- 
logie mit den von Young!) mit der Kohlehydratphosphor- 
siureestern C, H,,0,(H, PO,), dargestellten, zuerhalten. Keine 
Osazonbildung konnte beobachtet werden, wihrend das von 
Young und Lebedeff beschriebene Osazon leicht darzustellen 
war. Zu beachten ist weiter, daf} keine Reduktion mit 








') Siehe Note 1 am Anfang. 
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Fehlingslésung erhalten werden konnte, weder direkt in 
wifiriger Losung oder nach Hydrolyse mit teils 5°%o und teils 
1,75°/o H,SO, im kochenden Wasserbade, bei der Versuchs- 
zeit variierend zwischen '/,—4 Stunden. Wie wir wissen, 
wird C,H,,O,(H, PO,), leicht bei analoger Behandlung hydro- 
lysiert. Dieses ist um so merkwiirdiger, als auch bei der An- 
nahme von Stoffen mit dem niedrigen Stickstoffgehalt von 
15°/o die stickstofthaltigen Substanzen also nur 32°/) vom 
Trockengewicht des Praiparates ausmachen. Man kénnte des- 
halb annehmen, daf} die Differenz wenigstens teilweise durch 
eine Substanz von Kohlhydratcharakter gedeckt sein sollte. 
Moglich ist, dafi die reduktiven Gruppen nicht die angewandte 
Methode der Hydrolyse vertragen. 

Das Vitaminpraparat. Osborne und Wakeman!) 
haben einen Isolierungsversuch von den Vitaminen der Hefe 
gemacht und aus Wasserextrakt von Trockenhefe mit Alkohol 
eine Fraktion gefillt, welche in meinem Co-Enzympriparat 
vorhanden ist. Durch Versuch auf Ratten ist gezeigt worden, 
dafi die Vitamine durch die Fiallung usw. nicht verindert 
worden sind. Sie sind beinahe ganz und gar auf die erwiihnte 
Fraktion lokalisiert. Es ist um so interessanter, die An- 
wesenheit der Vitamine in dem zur Anwendung kommenden 
Co-Enzympriparat zu konstatieren, da ich in folgendem zeigen 
werde, da das in Bezug auf Co-Enzym durch Erhitzen in- 
aktivierte Priparat eine stark beschleunigende Wirkung auf 
die Girung hat, welche mit grofter Wahrscheinlichkeit aut 
die Vitamine zuriickzufiihren ist. 

Vitamin aus Weifikohl hat der Verfasser folgendermafien 
dargestellt: Nach Bachmann werden 300 g feinverteilten 
Weibkohls mit 1200 g Wasser 48 Stunden im Eisschrank ex- 
trahiert aufbewahrt, danach 45 Min. bei 100° C. erhitzt; 
der Kohl wird abfiltriert und die Lésung nochmals 1/, Stunde 
bei 100° C. sterilisiert. Um eine fiir meine Versuche geeignete 
Konzentration zu erhalten, wird die Lésung im Vakuum bei 


1) Osborne und A. J. Wakeman, Biol. Chem. Bd. 40, 8S. 383 
(1919). 
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25°C. bis zu einem Trockengewicht von 0,223 g auf 5 ccm 
verdampft; ein Teil dieser Lésung wird in vollkommener Ana- 
logie mit dem Hefeextrakt behandelt: die Lisung wird mit 
1 Teil Alkohol, das Filtrat mit 6 Teilen Aceton gefillt. Die 
Acetonfaillung wird mit absolutem Alkonol gerieben und im 
Vakuumexsikkator iiber konzentrierter H,SOs aufbewahrt. 
Diese gleicht in Eigenschaften und Aussehen stark dem Co- 
Enzympriparat. Benennung: Vik, Wenn man sich einer 
Lésung von Vitaminen bedient, mufi man genau darauf 
achten, daf} diese steril gehalten wird. Bemerkenswert ist, 
dafs nicht nur der Vitamineffekt, sondern auBerdem auch das 
zugesetzte Co-Enzym zerstért wird und die Giirung vollkommen 
ausbleibt. Der Verfasser hat sich darum beinahe ausschliefilich 
des Trockenpriiparates Vik, bedient. 


Die Glukoselésung wurde dargestellt, indem 20 g Glu- 
kose Zu einem Volumen von 200 ccm Wasser aufgelést wurden, 
hierauf wurde 2 Stunden bei 100°C. sterilisiert. Die Sterilisation 
ist hier ebenfalls absolut notwendig, und der Verfasser hat einen 
vergleichenden Giirungsversuch mit steriler und unbedeutend 
infizierter Glukoselésung gemacht und im ersten Fall 30 ccm 
CO, und im spiiteren 6 ccm CO, wiihrend 6 Stunden erhalten. 

Natriumphosphatlésun gist durch Lésen von NaH, PO, 
in Wasser und Einstellen mit NaOH evtl. H,PO, auf die 
gewiinschte Aciditit (pH) bereitet worden; auch sie wurde 
sterilisiert. Sie war 4°/oig in Bezug auf NaH,PO,. pH wurde 
elektrometrisch bestimmt. 


Versuchsmethode. 


Die Girung geht in Kolben von 100 ccm Volum, welche 
im Thermostaten mit Wasser von konstant 30° C. getaucht 
sind, vor sich. Die Geschwindigkeit der Giirung wird durch 
Messen der sich entwickelnden Kohlensiiure in geteilten, mit 
Quecksilber gefiillten Glasbiiretten bestimmt, welche mit dem 
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Girungskolben durch Kapillarréhren verbunden sind. Vor 
dem Ablesen wird die Kohlensiure bei Unterdruck ausge- 
schiittelt. Da nur relative Werte zur Anwendung kommen, 
wird die Menge Kohlensiure unreduziert angegeben. 


Angewandt zu allen Versuchen: 


1 g ausgewaschene Hefe (aufsfer im Versuch 1a), 
5 ccm Phosphatlésung, 
10 ccm Glukoselésung, Totalvolum 20 ccm. 


Dazu kommt nach der Art der Versuche eine bestimmte 
Menge von Co-Enzym- oder Vitaminpriparat, trocken oder, 
wie in den Thermostabilitaétsversuchen, in der Natriumphosphat- 
lésung zugesetzt. Alle Girungsversuche sind bei pH = 5,1 
gemacht. Durch Zellenrechnung ist konstatiert, daf} die er- 
haltenen Effekte nicht von Zuwachsen der in der Trocken- 
hefe noch lebenden Zellen verursacht sind. 


Erst ein paar Versuche iiber die Giarkraft meiner 
Trockenhefe. 


Zusammenhang zwischen Girung und Korngréfe 
bei Trockenkefe. 


Versuch la. 


Von frischbereiteter Trockenhefe erhalt man durch An- 
wendung eines Metalldrahtsiebes mit 0,8, 0,5 und 0,1 mm 
grofen Maschen 4 Fraktionen Hefepulver, und man priift 1 g 
von jeder Sorte in 20 com 5°%oiger Glukoselésung auf der 
entwickelten Menge CO, - pH = 5,1. 




















Kérnerdiameter d in mm 
a eee seeds | 
d>98 08>d>0505>d>0,1 O1>d 

1 ae 15,0 | 16,5 | 21,0 
21/, 26,0 | 26,5 | 30,5 | 38,5 
31/, 31,0 | 33,0 | 39,0 | 51,0 
61/, 44,0 | 47,0 | 60,5 93,6 
7, 435 | 530 | 68,0 107,6 
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Wie wir sehen, ist die sorgfaltige Pulverisierung der Trocken- 
hefe von aufferordentlicher Bedeutung, um vergleichbare Werte 
zu erhalten. 


Zusammenhang zwischen Auswaschungszeit und 
Inaktivitat der Trockenhefe. 


Versuch 1b. 


Oben ist iiber die Darstellung von ausgewaschener Trocken- 
hefe berichtet worden. Nachstehend ein Versuch von zwei- 
mal 1 Stunde und zweimal 2 Stunden Schiittelzeit. Nach- 
herige Priifung der Wirkung 0,5 g Co-Enzympriparat Co, in 
2 Proben. pH = 5,1. 

















2mal 1 Std. 2mal 2 Std. 
Std. seine animecetinantps 
ohne Co,| mit Co, |ohne Co, mit Co, 
1 10 4,6 0,2 4,4 
2 1,3 11,2 0,3 10,8 
3 1,5 20,0 0,3 18,0 
4 17 | 29,2 0,5 25,3 
5 17 | 35,8 0,5 33,8 
6 19 | 43,6 0,6 40,8 


Durch Schiitteln von zweimal 11/, Stunden wird folglich 
ein fast inaktives Praiparat erhalten, bei welchem der co-enzy- 
matische Effekt kraftig hervortritt. 


Die Stabilitat des Co-Enzyms bei gewissen 
Temperaturen und pH-Werten. 


Betreffs der Stabilitit des Co-Enzyms trifft man in der 
Literatur nur Angaben dariiber an, daf} dasselbe durch lingeres 
Kochen zerstért und von Siuren und Alkalien zersetzt wird. 
Der Verfasser hat darum Bestimmungen iiber die Stabilitat 
beim Erhitzen auf 60° C., 80° C. und 100° C. wihrend 
1 Stunde bei bestimmter Aciditiéit, und zwar bei pH = 5,6, 
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gemacht. Bei 85° C, unter '/,, 11/, und 4'/, Stunden und 
mit pH = 4,6, 5,6, 6,3 und 7,0 und zuletzt bei 100°C., waihrend 
1/,, 7/4. und 1 Stunde bei pH = 5,6. 

Die Erhitzung geschah in zugeschmolzenen Glasrohren, 
welche mit 0,5 g Co,, 5 ccm Phosphatlésung und 5 ccm Wasser 
beschickt waren und welche eine gewisse Zeit in einen Thermo- 
staten von konstanter Temperatur eingetaucht waren. pH der 
Mischung wird in einer Parallelprobe bestimmt. Nach dem 
Erhitzen wird pH auf 5,1 eingestellt und mit ausgewaschener 
Hefe und Glukoselésung auf die Aktivitiét gepriift. Parallel 
geht eine Probe mit nicht erhitztem Co,. 

Fiir die meisten Giirungsversuche sind folgende Berech- 
nungen gemacht worden: 

Mittel per Stunde entwickelter Menge CO, = k. 

Die relative Girungsgeschwindigkeit rel. k gewinnt man 
dadurch, daf} man k der Girung mit nicht erhitztem Co- 
Enzym = 100 setzt und in Proportion hierzu die anderen 
Werte berechnet. 


Inaktivierungskoeffizienten k, wurde berechnet aus der 


1 k ; 
Formel!) k, = — In — 
t kt 
zym bedeutet, k, die Giirungsgeschwindigkeit mit nicht er- 
hitztem Co, und k; die Geschwindigkeit mit dem wahrend 


der Zeit t erhitzten Co,. Die Formel ist durch Integrierung 


, wo t die Hrhitzungszeit fiir Co-En- 


iia — dy ; P ; 
der Differentialformel -~ =k, (E— y) abgeleitet worden, wobei 
dt \ 7: o ° ? 


man die totale Co-Enzymmenge E und die nach Erhitzung 
zuriickbleibende Menge E—y proportional mit den resp. 
Girungsgeschwindigkeiten setzte. 


Versuch 2. 


Erhitzungstemperatur 60°, 80°, 100° C. 


Erhitzungszeit 1 Stunde 
Erhitzungs-pH 5,6 





') Siehe Euler, Chemie der Enzyme, Miinchen 1920, 2. Aufl. 8. 175. 
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| Erhitzungstemperatur in °C, 











Std. ‘ae 60 80 | 100 
ecm CO, 
1 20 | 20] 18 | 05 
2 52 | 65 | 50 | 05 
3 12,8 | 14,5 126 | 0,7 
4 —|— a 
5 26,4 | 28,0 | 24,3 | 1,7 
6 33,2 | 35,0 | 31,3 | 2,5 
7 39.0 | 41,0 | 37,3 | 3,0 
k 36 | 39 | 35 | 08 
rel. k im | — 97 Q 
ke 1" EF —_ 1 | 108 





Wie wir sehen, ist die Temperaturempfindlichkeit bis zu 
80° C. gering, nimmt aber nachher stark zu und ist bei 100° C. 
weit gréfer, als man friiher vermutet hiitte, ein Befund, der 
seine weitere Bestiitigung in Versuch 3 bekommt. 


Versuch 3. 


Erhitzungstemperatur 100° C. 
Erhitzungszeit ‘I4, 1s, 1 Stunde 
Erhitzungs-pH 5,6 





Erhitzungszeit in Std. 


Std. - 1/ 1 1 


/4 2 





: ‘ecm CO, 





20 |} 12 | 1,0 | 0,7 


1 
2 65 | 50 | 42) 15 
3 13,2 | 100 | 86 |) 25 
4 20,0 | 15,5 | 13,5 | 3,7 
5 96,0 | 21,0 | 17,8 | 4,7 





k 40 | 80 | 26 0,8 
rel. k 100 | 75 65 20 
50 | 387 
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Die Zerstérung des Co-Enzyms ist also eine mit der Zeit 
fortlaufende Reaktion. Mit Riicksicht auf die Versuchsfehler 
ist die Ubereinstimmung in k, einigermaBen gut. Durch die 
Wahl einer niedrigen Temperatur der Erhitzung werden 
bessere Bedingungen fiir die Studie des Reaktionsverlaufes 
gewonnen, 


Versuch 4, 


Erhitzungstemperatur 85° C. 
Erhitzungszeit ls, 1*/., 41/, Stunden 
Erhitzungs-pH 4,6 








Krhitzungszeit in Std. 








Std. 2a 1 a ] 1 i. 4 1/, 

~ eem CO, | 
1 $5 | 28] 21/1 13 
2 93 | 7,7 | 60 | 28 





3 13,2 | 11,7 | 88 | 38 
4 18,0 | 15,5 | 110) 4,2 
5 20,8 | 183 | 122 | 44 
( 23,0 | 210 | 138 | 48 





k 42 | 36 | 26 | 1,1 
rel.k | 100 | 86 | 62 | 26 
ke- 10? | — | 18 | 14 | 18 





85° C. ist offenbar eine geeignete Temperatur, um die 
Zerstorung des Co-Enzyms zu verfolgen. In den drei folgen- 
den Versuchen wurde pH variiert. Der Wert von k, ist un- 
gewohnlich konstant. 


Versuch 5. 


Erhitzungstemperatur 85° C, 
Erhitzungszeit 1/,, 1*/,, 41/. Stunden 
Krhitzungs-pH 5,6 
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ert Erhitzungazeit in Std. 
ler a 1th Lee 
die — 2 
ecm CO, 
len | 
fes 1 16) 12 | 08 | 05 
2 40 | 38 | 85 | 1,0 
3 92 | 7,5 | 60 | 1,5 A 
4 164 | 138 | 93 | 2,0 1 
5 223 | 185 | 123 | 25 a 
6 27,5 | 22,2 | 14,2 | 3,0 ; 
k 33 | 271 20)! 0,5 a 
rel. k 100 82 61 15 a 
ke - 10° —_ 17 15 18 e 
Die Stabilitit sinkt deutlich, was aus den Werten in 
k, hervorgeht, welche steigen, aber bei jedem Versuch unter 
sich konstant sind, 
Versuch 6. 
Erhitzungstemperatur 85° C. 
Erhitzungszeit 1/,, 1*/,, 41/, Stunden 
Erhitzungs-pH 6,3 
~ Erhitzungszeit in Std. 
Std. i e+ yu | at 
¥ com CO, Aaa 
1 20 | 18} 08; 05 
e D 52 | 42! 18 | 08 
3 11,2 8,3 3,8 1,3 
” 4 18,6 | 140 | 60 | 1,5 
- 5 26,4 | 195 | 80 | 1,7 
6 30,8 | 23,7 |} 93) 1,8 
k 39 | 30 | 13] 04 
rel.k | 100 | 77 | 33 | 10 
ke- 107 | — | 23 | 82 | 22 
{ 





Die Stabilitiit verschlechtert sich weiter. Die Uberein- 
stimmung ist in k, weniger gut. 
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Versuch 7. 


Erhitzungstemperatur 85° C. 














Erhitzungszeit 1/,, 17/,, 43/, Stunden 
Erhitzungs-pH 7,0 
Erhitzungszeit in Std. 
ane ee 
cem CO, 
1 22 | 10/1 03 | 0,0 
2 d,1 | 4,3 0,3 0,0 
3 93 | 7,2 0,3 0,0 
4 16,5 | 13,4 0,3 0,0 
5) 24,0 | 18,2 0,3 0,0 
6 30.0 | 222 03 ) 0,0 
k 3,7 2,7 0,0 0,0 
rel. k 100 73 0) 0 
ke ° 10? — 27 OO Oo 





seim Neutralpunkt wird das Co-Enzym so schnell zerstort, 
daB der Wert von k, nicht festgestellt werden kann, 


Versuch 8. 


Erhitzungstemperatur 85° C. 


Erhitzungszeit eee 
Erhitzungs-pH 9,6 


Die Menge Co, ist zu 0,25 g geiindert. 


‘/,, 41/, Stunden 











Erhitzungszeit in Std. 
Std. kite, | 1]. o17. a a 
;  eem CO, ae 
1 2,0 15 1,2 0,4 
2 $4 | 38 2,7 1,2 
3 66 | 5,7 43 1,5 
4 112 | 38 6,2 1,8 
5 15,0 | 11,8 7,6 2.0 
k 2,3 1,9 1,4 0,5 
rel. k 100 83 61 22 
ke - 10° — iF 21 15 
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Der Verlauf ist folglich voll analog mit dem der halben 
Menge Co, und der Wert auf k, stimmt sehr gut mit dem 
Wert in Versuch 5. Die Mittelwerte sind resp. 18 und 17. 


Die Zusammenfassung der Resultate bei den Versuchen 
2—8 zeigt, daf} die Thermostabilitét eine Funktion teils der 
Temperatur, teils der Aciditit ist. Schon bei 85° C. und 
bei einem pH-Wert von 5,6 ist die Inaktivierung bedeutend; 
gemessen durch den Inaktivierungskoeffizienten k,, erreicht sie 
bei 100° C. einen dreimal so grofien Wert. Lafit man bei 
85° C. pH _ die Werte 4,6, 5,6, 6,3 und 7,0 annehmen, so steigt 
k, durch die Werte 14, 17, 25 gegen einen sehr grohben Wert. 
Halbiert man die Menge Co-Enzym, so bleibt k, unverindert. 


Die innere Ubereinstimmung bei k, jedes Versuches und 
dessen Abhingigkeit von pH und Temperatur fihrte unwill- 
kiirlich auf die Annahme zuriick, daf} das Co-Enzym von 
Esternatur sei. Das Resultat schliefit sich in vielem den Er- 
gebnissen iiber die Temperaturempfindlichkeit des Athylacetats 
von Euler und Laurin’) an. 


Zusammenhang zwischen Girungsgeschwindigkeit 
und der Menge Co-Enzym. 


Wir haben bei den vorigen Versuchen gesehen, daf} durch 
Erhitzen ein mit der Zeit eintretendes Abnehmen der Effek- 
tivitat des. Co-Enzympraparates eintritt. Es entsteht da die 
Frage: Ist die Garung proportional der Menge des Co-Enzyms 
oder kann die Co-Enzymmenge auf einen gewissen Wert ver- 
mindert werden, ohne daf} sich die Geschwindigkeit vermin- 
dert? Dieser Frage gilt der folgende 


Versuch 9. 


4 Parallelproben wurden gemacht. 


In Probe 1: 0,25 g Co, 
In Probe 2: 0,50 g Co, 





‘) Euler und Laurin, Arkiv fér Kemi, Mineralogi och Geologi, 
ausgegeben von K. Schwed. Akademie d. Wiss., Bd. 7, No. 30 (1920). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXYV. 18 
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In Probe 3: 0,25 g Co, + 0,25 g Co, 11/, Std. bei 100° C. erhitzt. 
In Probe 4: 0,25 g Co, 11/, Std. bei 100° C. erhitzt, 
Erhitzungs-pH = 5,6. 

















0,25 g Co, 0,25 g Co, ; , 
0,25 4 Co, + ( ee C 0,25 6 Co, 
Std. 0,25 g Co, U, So erhitzt 
ccm CO, 
1 1,6 4,5 4,5 0,0 
2 5,4 13,5 13,0 0,0 
3 10,2 21,3 20,2 0,0 
4 15,4 30,7 28,0 0,0 
5 21,2 39,5 36,0 0,0 
6 26,2 48,0 43,5 0,0 
7 29,4 54,0 48,5 0,0 
k 3,D Pe 6,6 0 
rel. k 100 203 189 0 














Der Versuch lieferte die folgenden Resultate: 


1. Wird der Zusatz von Co-Enzym verdoppelt, so wird 
die Girungsgeschwindigkeit verdoppelt. 

2. Der verdoppelte Effekt riihrt zum gréften Teil nicht 
von der verdoppelten Menge Co-Enzym, sondern von 
dem thermostabilen Teil des Priaiparates Co, her. 


Hier wurde zum ersten Male experimentell der Unter- 
schied der Wirkung des Co-Enzyms und eines der Hefe zu- 
gehorigen Accelerators gezeigt. 

Die Gegenwart des Co-Enzyms ist notwendig, und zwar 
in einer gewissen Menge, wie alle Inaktivierungsversuche 
durch Erhitzen zeigen. Wenn aber die geniigende Konzen- 
tration des Co-Enzyms erreicht ist, wird nachher die Geschwin- 
digkeit durch einen oder mehrere Stoffe von gréferer Thermo- 
stabilitit bestimmt. Stellt man mit dieser Erfahrung das oben 
besprochene Faktum zusammen, daf} das Praparat Co, die 
Hauptanteile von Vitaminen der Hefe enthialt, und weiter, daf 
nach Bachmann die Vitamine fiir die Hefe unentbehrlich 
sind, so scheint es mir, als ob man das Co-Enzym als den 
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Aktivator charakterisieren kénnte, durch welchen die notwendige 
Beschleunigung der Vitamine méglich gemacht wiirde. 


Ich habe einen Extrakt aus Weifjkohl und eine Fraktion 
dieses Extraktes (oben beschrieben) gemacht und mit diesem 
Versuch 10 ausgefiihrt. 


Versuch 10. 
In Probe 1: 0,25 g Co,. 
In Probe 2: 0,25 g Co, + 5 ccm Kohlvitaminextrakt Trockensubst. 0,223 g. 
In Probe 3: 0,25 g Co, +- 0,25 g Vitaminpraparat Vik,. 











In Probe 4: 5 ccm Kohlvitaminextrakt Trockensabst. 0,223 g. 

* 0,25 g Co, | 0,25 ¢ Co, wa 

Std. Wee & 5ccem Extrakt} 0,25 g Vik, p coms mares 

= Sanaa ~  ” aeeaRremmerec 
1 3,0 6,0 6,5 0,2 
2 8,4 14,0 14,5 0,3 
3 16,0 24,0 24,5 0,5 
4 23,6 $2.5 34,5 1,2 
5 31,2 41,0 44,0 1,4 
7 44,2 55,0 60,5 2,0 
8 51,0 63,0 70,0 2,3 
9 56,0 68,5 78,0 2.6 
k 5,4 7,6 8,2 — 
rel. k 100 141 152 nee 














Wir finden folglich Zunahme der Girungsgeschwindigkeit 
auch bei einem Kohlextrakt und einer daraus ausgefallten 
Fraktion, aber in keinem der beiden Fille co-enzymatische 
Wirkung, und haben folglich einen weiteren Beleg fiir unsere 
Annahme iiber die Rolle der Vitamine bei der Giarung er- 
halten. 

Wir wollen nun untersuchen, zu welcher Hohe der acce- 
lerierende Effekt getrieben werden kann, und setzen in 


Versuch 11 


auBer 0,25 g Co, in jeder der 4 Proben resp. 0, 0,25, 0,50 
und 0,75 g Vik, zu. 


ih a 
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Kohlvitaminpriparat Vik, 
in g 

Std. |-—— : 

0 | 0,25 | 0,50 , 0,75 

ccm CO, 

1 28 | 45 | 68 | 5,5 
2 7,4 | 12,5 | 15,0 | 13,5 
3 13,0 | 20,5 | 24,0 | 22,5 
4 19,0 | 28,7 | 33,0 | 31,5 
5 24,6 | 361 | 41,8 | 39,5 
6 28,6 | 42.5 | 50,0 | 46,0 
k 42} 65) 79 | 72 
re. k | 100 | 155 | 188 | 171 








Der Vitamineffekt erreicht folglich ein Maximum mit einer 
Zunahme der Girungsgeschwindigkeit von 88°. Mdéchte 
man einen dreisten Schlufisatz beim Vergleich mit Versuch 9 
Probe 3 ziehen, so wiirde sich der Vitaminzugang in Hefe zu dem- 
selben in Kohl wie 2:1 verhalten, weil zweimal mehr Substanz 
erforderlich ist, um zusammen mit 0,25 g Co, 88 °/o Geschwin- 
digkeitssteigerung verursachen zu kénnen, Eine Untersuchung 
des Maximums der Wirkung von Hefevitamin ist doch erst 
erforderlich und wird vom Verfasser ausgefiihrt. 


Durch Versuch 10 Probe 4 ist gezeigt, dafs Weifikohl 
kein Co-Enzym enthilt, aber es kann der Einwand erhoben 
werden, daf} bei der Darstellung das Co-Enzym durch die 
lange Erhitzung verloren ging. Der Verfasser hat darum 
Weifkohl 6 Stunden mit Wasser bei 45° C. extrahiert und 
filtriert, eingedunstet, mit Alkohol und Aceton gefallt usw., 
und hat folgende Versuche gemacht: 


Versuch 12. 
In Prohe 1: 0,25 g Co,. 
In Probe 2: 0,25 g Co, + 0,25 g Kohlvitaminpriparat (Extrahierung bei 
45° C.) 
In Probe 3: 0,25 g Kohlvitaminpriparat (Extrahierung bei 
45° C.) 


In Probe 4: — 
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025¢Co, | — oe 
i 
Std. 0,25 8 Cos | 995 ¢ Vik, | 0,25 g Vik, “ne 
(45° C.) (45° C,) 
em CO, 

1 4,2 7,0 0,5 0,5 
2 9,8 15,0 0,5 0,5 
3 16,2 24,3 0,9 1,0 
4 22.0 82.5 1,2 1,3 
k 5,0 7,7 ase co 
rel. k 100 154 “i ‘i 














Ein co-enzymatischer Effekt wird auch nicht mit diesem 
Extrakt erhalten, dagegen ist rel. k gleich mit Versuch 10 
Probe 3 und Versuch 11 Probe 2, welches die Bestindigkeit 
der Vitamine bei 100° C. zeigt. . Der Verfasser hat diese 
Thermostabilitit niher untersucht. 


Die Thermostabilitat bei Hefe- und Kohlvitamin, ge- 
messen durch Zunahme der Girungsgeschwindigkeit. 


Die Methode beim Erhitzen ist der bei Co-Enzympriparat 


analog. 
Versuch 13. 


4 Parallelproben mit je 0,25 g Co,. 

In 3 Proben 0,25 g Kohlvitamin Vik,, von welcher in 2 Proben Vik, 
resp. 3 und 6 Stunden bei 100° C. erhitzt war. 

Erhitzungs-pH = 5,6. 











Erhitzungezeit 
Ohne in Std. 
Std. Vik, |————— 
th 2 oe, 
~. ccm CO, 





1 4,4 5,5 | 62 | 7,8 
2 86 | 14,2 | 14,5 | 16,5 
3 12,0 | 23,2 | 28,0 | 25,5 
4 18,2 | 322 | 31,5 | 34,0 
5 24,2 | 39.7 | 885 | 41,0 
6 30,2 | 46,7 | 45,2 | 48,0 





k 45 | 78 | 73 | 82 
162 | 162 | 
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Das Praparat ist folglich bei 100° C. vollkommen stabil. 
Das Hefepriiparat hat der Verfasser ebenso untersucht, durch 
Erhitzen von 1 Stunde bei 107° und 127° C., und merkwiir- 
digerweise vollkommene Stabilitit bei diesen hohen Tempera- 
turen gefunden. 

Die in der Literatur sich vorfindenden Angaben sind 
nicht direkt vergleichbar mit diesen Untersuchungen, da teils 
der pH-Wert nicht durch Anwesenheit von Phosphat konstant 
ist und teils die Erhitzung nicht auf einer isolierten Fraktion 
der Vitamine gemacht worden ist. Wie wir wissen, kénnen 
kleine Abweichungen bei der biochemischen Arbeit weit ver- 
schiedene Resultate leisten. Bachmann hat inzwischen ge- 
funden, daf} Zitronensaft ein Erhitzen von 2 Stunden bei 115°C, 
vertrigt, ohne seine Aktivitiét zu verlieren. Chick und Hume’) 
haben den Effekt beim Erhitzen eines Hefeextraktes bei 122°C. 
wihrend 2 Stunden studiert und ihn an polyneuritischen Tauben 
gepriift und gefunden, dafi Destruktion bei dieser Temperatur 
eintritt. Aufierdem arbeitet eine Anzahl Forscher daran, um 
die Temperatur und die Bedingungen, bei welcher Inaktivierung 
dieser nahrungsphysiologisch so wichtigen Substanzen eintritt, 
festzustellen. 

Zusammenfassung. 

1. Die Thermostabilitit eines wohl definierten Co-Enzym- 
praiparates ist durch Erhitzung bei konstanter Aciditiit 
und Temperatur und nachfolgender Priifung der Ak- 
tivitit auf ausgewaschener Trockenhefe zum.erstenmal 
untersucht worden. Bei 96° C. und der Aciditit 
pH = 5,6 wird in 1 Stunde das Co-Enzym zur Hilfte 
inaktiviert, bei 100° in 37 Minuten. 

2. Die Verschiedenheit von Co-Enzym und den zwei hier 
als Hefe- bezw. Kohlvitamin bezeichneten Girungs- 
acceleratoren ist durch ihre verschiedene Thermo- 
stabilitat gezeigt worden. Durch diesen Befund ist 
nunmehr die Méglichkeit gegeben, Co-Enzym und 
Vitamin zu trennen. 





‘) Chick und Hume, Proc. Roy. Soc. London, Series B 90, 8, 60 
(1917—1919). 

















Die Kinwirkung von Benzoylperoxyd auf Cholesterin. 
Von 


A. Windaus und H, Liiders. 





(Aus dem allgemeinen chemischen Universitétslaboratorium in Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1921.) 





Vor einiger Zeit hat Lifschiitz') ein neues Isomeres 
des Cholesterins, das Metacholesterin, beschrieben; es soll 
sowohl bei der Kinwirkung einer alkoholischen Natriumacetat- 
lésung auf Cholesterindibromid als auch bei der Behandlung 
des Cholesterins mit Benzoylperoxyd entstehen; auch im tieri- 
schen Organismus soll es vorkommen. Besonders charakte- 
ristisch erscheint seine Fihigkeit, eine sehr feine Emulsion 
von Vaseline und Wasser zu erméglichen. 

Wir haben uns fiir dieses Metacholesterin aus folgendem 
Grunde interessiert: Beim Ubergang des Cholesterins, eines 
8, y-ungesittigten Alkohols von der Formel (I) in Koprosterin 
(III) und Cholséure findet eine merkwiirdige sterische Um- 
lagerung statt; diese Umlagerung wiirde nun leicht verstand- 
lich erscheinen, wenn als Zwischenprodukt ein «, B-ungesittigter 
Alkohol (II) auftrite; denn ein solcher kénnte bei der Reduk- 
tion zwei Stereoisomere, das Koprosterin und das Cholestan- 
4-ol (IV) liefern?), die tatsichlich beide, wenn auch in ver- 
schiedener Menge, in den Faeces enthalten sind. 





1) Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 271 (1919) und Bd. 111, S. 254 (1920). 

*) Der diesem a, §-ungesittigten Alkohol entsprechende Kohlen- 
wasserstoff, das Pseudocholesten, liefert tatsichlich bei der katalytischen 
Hydrierung die beiden stereo-isomeren Kohlenwasserstoffe Cholestan und 
Koprostan (= Pseudocholestan). Berichte Bd. 52, S. 170 (1919). 
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In der Hoffnung, in dem , Metacholesterin“ den vermuteten 
a, B-ungesittigten Alkohol aufzufinden, haben wir die Versuche 
von Lifschiitz wiederholt; leider hat sich dabei ergeben, dafi 
das angebliche Isomere des Cholesterins, das Meta- 
cholesterin, nicht existiert, sondern nur aus gewdéhn- 
lichem, mit geringen Beimengungen verunreinigtem Cholesterin 
besteht. Fiir das ,Metacholesterin‘* aus Cholesterindibromid 
hatten wir dies schon vor einiger Zeit') mitgeteilt, fiir das 





1) Diese Zeitschr. Bd. 109, 8S. 183. In einer Erwiderung hat 1. Lif- 
schiitz die Verschiedenheit unserer Ergebnisse darauf zuriickgefiihrt, daB 
wir 1. das Cholesterindibromid nicht mit Atheralkohol, sondern mit Ather- 
eisessig als Lisungsmittel bereitet haben sollen, daB wir 2. das ,Meta- 
cholesterin* nicht aus wifbrigem Alkohol, sondern aus Methylalkohol um- 
kristallisiert haben. 

ad 1. Lifschitz’ Vermutung ist nicht zutreffend. Tatsichlich haben 
wir bei der Wiederholung seiner Versuche das Cholesterindibromid mit 
Atheralkohol als Lésungsmittel dargestellt; es schmilzt bei 116—117°; 
der Schmelzpunkt von 94°, den Lifschitz fiir sein auf demselben Wege 
gewonnenes Cholesterindibromid angibt, ist 22° zu niedrig und deutet 
darauf hin, daB das Material sehr unrein war. Aus Petrolither erhilt 
man ebenfalls ein Dibromid vom Schmelzpunkt 116°, aus Athereisessig 
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.Metacholesterin* aus Cholesterin und Benzoylperoxyd haben 
wir es jetzt festgestellt. 

Da sich bei dieser Untersuchung einige neue Befunde er- 
geben haben, wollen wir dariiber etwas ausfiihrlicher berichten. 
Lifschiitz hat das ,Metacholesterin‘ mit Benzoylperoxyd 
folgendermafien bereitet: 1,0 g Cholesterin und 1,0 g Benzoyl- 
peroxyd in 50 cem 95°/oigem Alkohol wurden eine Stunde am 
RiickfluBkiihler erhitzt, dann wurde 1 ccm 50°/oige Kalilauge 
zugefiigt und 10 Minuten weiter gekocht; nach Zusatz von 
Wasser wurde das Reaktionsprodukt mit Ather extrahiert und 
nach Verdunsten desselben als blafigelbliche Kristallmasse 





ein Material vom Schmelzpunkt 123—124°. Ubrigens verhalten sich die 
beiden Dibromide bei der Umsetzung mit Natriumacetat ganz gleichartig. 


Zusatz bei der Korrektur: 

Als Ergiinzung der neuen Mitteilung von I. Lifschiitz, ,Zur 
Kenntnis des Cholesterindibromids* (Diese Zeitschrift Bd. 114, S. 286) 
fiihren wir die folgenden Literaturstellen an, die der Autor nicht erwihnt : 

Bondzynsky und Humnicki haben Cholesterindibromid aus Petrol- 
ither bereitet, sie geben den Schmelzpunkt 109° an (Diese Zeitschrift 
Bd. 22, S. 707 [1896]). Bei einer zersetzlichen Substanz wie dem Choles- 
terindibromid ist die Raschheit des Erhitzens von EinfluB bei der Be- 
stimmung des Schmelzpunktes. 

Windaus (Chem. Ztg. Bd. 30, S. 1011) hat im Jahr 1906 fiir das 
Cholesterindibromid aus Athereisessig den Schmelzpunkt 122° angegeben. 

Menozzi (Rendiconti Acad. dei Lincei Roma Bd. 17, S. 91 [1908]) 
hat das Cholesterindibromid aus dem Cholesterin des Eieréls bereitet und 
aus Alkohol umkristallisiert; er gibt den Schmelzpunkt 111° an, 

Charles Dorée (Biochemical Journal Bd. 1V, S. 77 [1909]) hat die 
Angaben iiber das Cholesterindibromid nachgepriift, er gibt fiir das Choles- 
terindibromid aus Athereisessig den Schmelzpunkt 1239 an; das im 
Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur getrocknete Material liefert richtige 
Analysenzahlen. 

Mit der Angabe, daf das frisch bereitete, nicht im Vakuum getrock- 
nete Cholesterindibromid etwas Essigsiure zuriickhalt, hat Lifschitz 
wohl recht. 


ad 2, Wir haben zum Umkristallisieren des Lifschiitzschen ,Meta- 
cholesterins* absichtlich Methylalkohol benutzt, weil aus diesem Lésungs- 
mittel annihernd reines Cholesterin auskristallisiert, aus wiBrigem Athy]- 
alkohol scheiden sich die Verunreinigungen zusammen mit dem Cholesterin 
aus; dieses Liésungsmittel ist also unzweckmifig. 





- 
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erhalten; diese wurde aus Methyl- bezw. Athylalkohol wieder- 
holt umkristallisiert und bildete dann weifse glinzende Kri- 
stalle vom Schmelzpunkt 1839—141°, die die schon friiher be- 
schriebenen Kigenschaften des ,Metacholesterins’ besafien. 

Bei Wiederholung der Versuche von Lifschiitz haben 
auch wir ein Material vom Schmelzpunkt 139—141° erhalten, 
dessen Untersuchung genau wie friiher beschrieben vorge- 
nommen wurde: 1 g in méglichst wenig Ather gelist und mit 
einem kleinen Uberschu® von Kisessig-Bromlésung versetzt gab 
spitze Nadeln, die wie Cholesterindibromid bei 122° schmolzen; 
| g dieses Dibromids, in Ather gelést und mit Natriumamalgam 
unter Zusatz von etwas KHssigsiiure reduziert, ergab ein in 
rhombischen Tafeln kristallisierendes Cholesterin vom Schmelz- 
punkt 146°; der Isobuttersiiureester dieses Alkohols schmolz 
wie der gewohnliche Cholesteryl-isobuttersiiureester bei 127° 
und gab mit diesem vermischt keine Schmelzpunktserniedrigung. 
Wir haben also keinen Anhaltspunkt dafiir auffinden kénnen, 
dafi der Stoff vom Schmelzpunkt 139° ein isomeres Cholesterin 
darstellt; jedenfalls besteht er zum weitaus gréfhten Teil aus 
dem bekannten Cholesterin; die darin enthaltenen Verunreini- 
gungen lassen sich durch Umkristallisieren nur sehr schwer 
entfernen, immerhin gelingt es durch sehr hiiufiges Wieder- 
holen der Operation, den Schmelzpunkt bis etwa 144° zu er- 
héhen. 

Um nun zu ermitteln, welcher Art diese Verunreinigungen 
seien, haben wir einige weitere Versuche durchgefiihrt. Bei 
liingerer Kinwirkung von Benzoylsuperoxyd auf Cholesterin 
und bei Verarbeitung gréfierer Mengen erhiilt man Produkte 
von niedrigerem Schmelzpunkt als 139°. So konnten wir aus 
dem Reaktionsgemisch, wie im experimentellen Teil geschil- 
dert wird, regelmé®ig ein aus Essigester in schénen Nadeln 
kristallisierendes Material vom Schmelzpunkt 106—-110° ge- 
winnen. Dieses unter dem Mikroskop einheitlich aussehende 
prichtig kristallisierende Material ist aber kein einfaches 
chemisches Individuum, entweder ist es eine lockere Additions- 
verbindung oder eine isomorphe Mischung verschiedener Stoffe. 
Die Erkenntnis, dafi das Material vom Schmelzpunkt 106—110° 
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nicht einheitlich sei, wurde bei dem Versuche, Ester desselben 
darzustellen, gewonnen. Beim Behandeln mit Essigsiiureanhydrid 
entstand in mehr als 50°/o Ausbeute ein Acetylderivat, das 
nach mehrfachem Umkristallisieren bei 113—114° schmolz 
und durch Mischschmelzpunkt als gewéhnlicher Cholesteryl- 
essigsiiureester erwiesen wurde. Bei der Einwirkung von 
Benzoylchlorid und Pyridin wurde hauptsiichlich der charak- 
teristische Cholesterinbenzoesiureester erhalten; daneben ent- 
stand in kleiner Menge ein uns unbekannter Stoff vom Schmelz- 
punkt 212°, der selbst in kochendem Ather schwer léslich 
war (s. unten). 

Zur Abtrennung des Cholesterins haben wir dann wieder 
das Verfahren mit Bromeisessig versucht und hierbei eine 
Ausbeute an Cholesterindibromid erhalten, die einem Gehalt 
von iiber 60°/o Cholesterin im Ausgangsmaterial entsprach. 
Aus den Mutterlaugen des Cholesterindibromids konnten wir 
indessen keine gut charakterisierbaren Stoffe darstellen, und 
wir haben uns darum dem oft bewiihrten Digitoninverfahren 
zur ‘Trennung des vorliegenden Gemisches zugewendet. Hlier- 
bei erhielten wir einen Niederschlag von Digitonid, dessen 
Menge wiederum einem Gehalt von iiber 60°/o Cholesterin 
im Ausgangsmaterial entsprach; der nicht mit Digitonin fiall- 
bare Anteil war zuniichst ein gelbes Harz, schied aber beim 
Verriihren mit Petrolither eine kristallinische Kruste ab. Nach 
Kntfernung der Mutterlauge lieferte diese bei wiederholtem 
Umkristallisieren aus Methylalkohol schéne Kristalle vom 
Schmelzpunkt 186°. Von dieser neuen Verbindung stellten 
wir fest, dafi sie ein kristallisiertes Acetylprodukt (Schmelz- 
punkt 154°) sowie ein kristallisiertes Benzoylderivat (Schmelz- 
punkt 212°) gab und daf} sie durch Chromsiureanhydrid zu 
einem kristallisierten Keton (Schmelzpunkt 187°) und einer 
kristallisierten Siiure (Schmelzpunkt 270°) oxydiert wurde. 
Uber die Natur dieser Stoffe und iiber ihren Zusammenhang 
mit dem Cholesterin konnten wir zunichst nicht ins klare 
kommen, auch die Analysen lieferten Werte, die wir nicht zu 
deuten vermochten. Hinter das Geheimnis des Stoffes (Schmelz- 
punkt 186°) gelangten wir erst, als wir fanden, dafi} er durch 
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Kalilauge zu Benzoesiure und Cholestan- 4,7-diol verseift wurde, 
und zwar nach folgender Gleichung: 


C3,H5203 + H.O = C,,H,,0, + C,H,O, 
C15 Hs, Cis Hs. 








CH — a = E 
ile a a 
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CHOH CH, CHOH CH, 
V. Cholestan-diol-7-monobenzoesiureester Cholestan-4,7-diol 


Das Cholestan-4,7-diol, das schon auf einem ganz anderen 
Wege aus Cholesterin bereitet worden ist'), haben wir durch 
Uberfiihrung in das Cholestan-4,7-dion und in die Siure 
C,,H,,0, und ihren charakteristischen Dimethylester identi- 
fiziert. 


C,, Hg, Cys Hs, 
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Die Verbindung vom Schmelzpunkt 186° ist also ein Chole- 
stan-diol-monobenzoesaureester von der Formel V, das Acetyl- 
derivat vom Schmelzpunkt 154° ist ein Cholestan-diol-essig- 
siure-benzoesiureester von der Formel VI, das Benzoylderivat 
vom Schmelzpunkt 211—212° ist der Cholestan-diol 4,7-diben- 
zoesdureester von der Formel VII, das durch Oxydation er- 
haltene Keton und die Siéure entsprechen den Formeln VIII 
und IX. 


') Chem. Ber. Bd. 50, S. 1386 (1917). 
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VIII. Cholestan-4-on-7-ol-benzoe- 
siureester 


IX. Séure vom Schmelzpunkt 270° 


Wie aus diesen Formulierungen hervorgeht, nehmen wir 
an, dal} in der Verbindung 186° (V) die freie Hydroxylgruppe 
am Kohlenstoffatom 4 im Ringe I, die veresterte Hydroxylgruppe 
am Kohlenstoffatom 7 im Ringe II haftet. Wir schliefen dies 
zunichst daraus, daf} die Oxydation mit Chromsiaureanhydrid 
glatt zu der Dicarbonsaéure [X fiihrt und nach mehrfachen Er- 
fahrungen nur der Ring I, nicht der Ring II glatt durch Chrom- 
siureanhydrid aufspaltbar ist. Ein sicherer Beweis fiir unsere 
Formulierung ergibt sich daraus, dafi das Keton VIII ver- 
schieden ist von dem friiher bereiteten') isomeren Cholestan- 
7-on-4-olbenzoesiureester, dessen Konstitution entsprechend 


der Formel X feststeht. 








') Chem, Ber. Bd. 36, S, 3754 (1903). 
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X. Cholestan-7-on-4-ol- 
benzoesdureester 


Beim Behandeln des Cholesterins mit Benzoylperoxyd und 
Alkohol haben wir neben viel unverindertem Ausgangsmaterial 
als Hauptreaktionsprodukt den Cholestan - 4-ol 7-ol-benzoe- 
siureester aufgefunden. Bei seiner Bildung geht also keine 
Oxydation, sondern eine Addition von Benzoesiure an die 
Doppelbindung des Cholesterins vor sich. Eine weitgehende 
Verseifung dieses Monobenzoylderivats findet nun nicht mehr 
statt, da nach der Vorschrift von Lifschiitz nur kurzes 
Kochen mit wenig mehr als der berechneten Menge Kalilauge 
angewendet wird. 

Das urspriingliche Reaktionsprodukt, der Stoff vom Schmelz- 
punkt 106—110°, ist ein isomorphes Gemisch oder eine lockere 
Verbindung zwischen Cholesterin und Cholestan-diol-monobenzoe- 
siureester, die sich durch ihr verschiedenes Verhalten gegen 
Digitonin trennen lassen. Erwihnenswert ist es, daf} man 
durch Umkristallisieren einer kiinstlichen Mischung von 2 Tei- 
len Cholesterin und 1 Teil Cholestan - diol - monobenzoesiure- 
ester aus Essigester einheitlich aussehende Nadeln vom Schmelz- 
punkt 106—110° erhalt. 


Experimenteller Teil. 


100 g Cholesterin und 100 g Benzoylperoxyd in 500 ccm 
90°/oigem Athylalkohol wurden eine Stunde am Riickflufkiihler 
zum Sieden erhitzt; darauf wurde eine Auflésung von 50 g 
Kaliumhydroxyd in wenig Wasser hinzugefiigt und das Ge- 
misch eine halbe Stunde weiter gekocht. Die alkalisch rea- 
gierende, inzwischen braun gewordene Lisung wurde mit dem 





wm Pm DM mt MDM MhMMQeons da 


57, *F, —__ ~~ «Wf 











Die Einwirkung von Benzoylperoxyd auf Cholesterin. 965 


gleichen Volum Wasser versetzt und mehrere Male mit Ather 
ausgeschiittelt. Nach dem Waschen der gesammelten Ather- 
extrakte mit Wasser wurde der Ather abdestilliert und der 
braune harzige Riickstand mit heifsem Methylalkohol aufge- 
nommen. Beim Erkalten erstarrte das Material zu einem 
kristallinischen Brei, der abgesaugt und wiederholt aus Athyl- 
alkohol umkristallisiert wurde. Die so gewonnenen Kristalle 
wurden endlich noch unter Zusatz von Tierkohle aus Essigester 
umkristallisiert und hieraus in langen, farblosen Nadeln vom 
Schmelzpunkt 106—110° erhalten. Ausbeute etwa 45 bis 
50%. Die Kristalle sind leicht léslich in Ather, etwas 
schwerer léslich in Methylalkohol und Essigester; sie geben 
die Liebermannsche Cholesterinprobe; bei der Probe nach 
Salkowski farbt sich sowohl das Chloroform wie die konz. 
Schwefelsiure. Aus den Mutterlaugen des Produktes kristalli- 
sierten beim Einengen Rosetten kleiner Nadeln, die bei 
138—139° schmolzen; bei kiirzerer EKinwirkung von Benzoyl- 
superoxyd auf Cholesterin sind sie das Hauptprodukt. Wie 
schon im allgemeinen Teil hervorgehoben, stellen sie ein in 
geringem Mafie verunreinigtes Cholesterin dar. 


Untersuchung des Materials vom Schmelz- 
punkt 106—110° 


Erhitzen mit Wasser: In dem Material (106—110°) 
vermuteten wir zunachst die Anwesenheit eines Cholesterin- 
oxyds. Da a-Cholesterinoxyd nach Westphalen’) beim Er- 
hitzen mit Wasser im geschlossenen Rohr auf 115° in Chole- 
stantriol iibergeht, behandelten wir unser Material nach dieser 
Vorschrift, erhielten es aber unverindert zuriick. 

Acetylierung: 2 g des Materials wurden mit 3 g Essig- 
siureanhydrid eine Stunde gekocht und dann mit Wasser ver- 
setzt. Beim Erkalten schieden sich kristallinische Massen ab, 
die aus Athylalkohol umkristallisiert wurden; sie schmolzen 
bei 113° und gaben mit Cholesterylessigsiureester keine 
Schmelzpunkterniedrigung; in dem Material 106—110° ist 





‘) Chem. Ber. Bd. 48, S. 1167 (1915). 
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also Cholesterin vorhanden, und zwar betragt der Prozent- 
gehalt auf Grund der Ausbeute an Cholesterylessigsdureester 
iiber 50°70. 

Benzoylierung: 3g des Materials wurden in 10 ccm Pyri- 
din gelést und nach und nach mit 5 ccm Benzoylchlorid versetzt. 
Nach vierundzwanzigstiindigem Stehen wurde das Reaktions- 
produkt mit Wasser ausgefallt und noch lingere Zeit mit verd. 
Sodalésung geschiittelt. Das am Boden des Gefiafies abgesetzte 
Produkt wurde auf Zusatz von etwas 90°/oigem Alkohol kri- 
stallinisch, es wurde abfiltriert und mit 20 ccm kaltem Ather 
verriihrt; hierbei blieb ein kleiner Teil (Produkt A) unldslich, 
die Hauptmenge ging in Lésung und wurde durch vorsichtigen 
Zusatz von Alkohol wieder ausgefallt. Nach Wiederholung 
der Operation erhielt man schlieflich schmale Tafeln, die beim 
Schmelzen das charakteristische Verhalten des Cholesteryl- 
benzoesiureesters zeigten und beim Vermischen mit reinem 
Benzoylderivat ihren Schmelzpunkt nicht veranderten. Das 
in kaltem Ather fast unlésliche Produkt wurde aus heifiem 
Kssigiither, in dem es ziemlich schwer léslich ist, umkristalli- 
siert und in kleinen Spiefen vom Schmelzpunkt 210—212° 
erhalten. Ausbeute gering, sodaf} eine ausfihrliche Unter- 
suchung nicht erfolgen konnte. Die Erkenntnis, daf} der Stoff 
Cholestan-diol-dibenzoesaureester sei, wurde auf anderem Wege 
gewonnen. Mit 0,05 g des Materials wurde eine Verseifung 
mit alkoholischer Kalilauge vorgenommen und hierbei ein in 
Blattchen kristallisierender Stoff vom Schmelzpunkt 215° er- 
halten, der spiter als Cholestan-4,7-diol erkannt wurde. 

Verhalten zu Bromeisessig: 6g des Produkts Schmelz- 
punkt 106—110° wurden in 40 ccm Eisessig gelést und unter 
Kihlung mit 10 ccm Bromeisessiglésung versetzt, die 4 g Brom 
enthielt. Sofort begann die Abscheidung spitzer Nadeln, die 
nach 10 Minuten abgesaugt, ausgewaschen und umkristallisiert 
wurden. Durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt wurden 
sie als Cholesterindibromid erkannt. Aus den Mutterlaugen 
gelang es trotz vieler Miihe nicht, einheitliche Stoffe zu iso- 
lieren. 

Trennung mittels Digitonin: 32 g des Produkts 
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(Schmelzpunkt 106—110°) wurden in 400 cem 90°/oigem Alko- 
hol gelést und in der Wirme mit einer Auflésung von 70 g 
Digitonin in 3,5 1 90°/oigem Alkohol versetzt. Das Chole- 
sterindigitonid schied sich fast sofort in kleinen Nidelchen 
aus, es wurde nach einstiindigem Stehen abgesaugt und griind- 
lich mit Alkohol gewaschen; die Mutterlaugen wurden auf ein 
kleines Volum eingedampft, mit Wasser verdiinnt und mehr- 
fach mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Waschen der ge- 
sammelten Atherextrakte mit Wasser wurde der Ather ab- 
destilliert, der Riickstand wurde in wenig Athylalkohol heif 
gelést, beim Erkalten erstarrte das Material zu einem gelb- 
lichen kristallinischen Brei; die Kristalle wurden abgesaugt, 
getrocknet und mit 50 ccm niedrig siedendem Petrolither ver- 
rieben; das Ungeléste wurde abfiltriert und mehrfach aus 
Methyl- oder Athylalkohol umkristallisiert; es wurden so 
schéne lange Nadeln erhalten, die scharf und konstant bei 
186° schmolzen. Sie sind schwer léslich in kaltem Petrolather, 
miiBig léslich in kaltem Alkohol, leicht léslich in Ather, Essig- 
ither und Aceton. 


1,920 mg Substanz: 5,757 mg CO,, 1,707 mg H,O 
Co Hoo Or Ber.: © 80,07, H 10,30 
(Formel V) Gef.: C 79,99, H 9,90. 
Cholestandiol-essigsaure -benzoesiureester (For- 
mel VI): 1 g der Verbindung 186° wurde mit 2 g Essigsiure- 
anhydrid eine Stunde zum Sieden erhitzt; auf vorsichtigen Zu- 
satz von Wasser schieden sich Kristalle ab, die abgesaugt, 
ausgewaschen und aus Athylalkohol umkristallisiert wurden; 
sie wurden so in schénen langen Nadeln vom Schmelzpunkt 
154° erhalten und waren leicht léslich in Aceton, Ather und 
Essigiither, schwerer léslich in Alkohol. 
0,0828 g Substanz: 0,2370 g CO,, 0,0741 g H,O 
Cy,H,,0, Ber.: © 78,40, H 9,89 
Gef.: C 78,10, H 10,02, 
Cholestan-diol-dibenzoesaureester (Formel VII): 1g 
des Monobenzoats wurde in 5 ccm Pyridin gelést und allmahlich 
mit 3 cem Benzoylchlorid versetzt und 24 Stunden stehen ge- 
lassen. Auf Zusatz von viel Wasser schied sich ein dliger 
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Riickstand ab, der beim Verreiben mit wenig Alkohol erstarrte; 
er wurde abfiltriert und aus Essigester umkristallisiert. Die 
erhaltenen spieSformigen Kristalle schmolzen bei 211—212° 
und waren in Alkohol und Ather sehr schwer ldslich. 


0,1724 g Substanz (im Hochvakuum bei 100° getrocknet): 
0,5068 g CO,, 0,1463 g H,O 
C2 0., Ber.: C 80,30, H 9,22 
Gef.: C 80,04, H 9,49. 


Cholestan-4-on-7-ol-benzoesdureester (Formel 
VIII): 1 g  Cholestandiol - monobenzoesiureester wurde in 
30 ccm Eisessig gelést und mit einer konz. Lésung von 1 g 
Chromsiureanhydrid versetzt. Nach vierundzwanzigstiindigem 
Stehen wurde mit wiafriger schwefliger Saure versetzt und 
das Material in der iiblichen Weise in einen sauren und einen 
neutralen Anteil geschieden. 


Der neutrale Anteil lieferte aus heifiem Alkohol kleine 
Kristalle, die bei 187° schmolzen und aus dem Keton For- 
mel VIII bestanden; mit dem Ausgangsmaterial vom Schmelz- 
punkt 186° gaben sie eine Schmelzpunktserniedrigung von 
iiber 15°. 

Der saure Anteil wurde aus verd. Essigséure umkristalli- 
siert und gab Rosetten feiner Nadelchen, die bei 270° unter 
Zersetzung schmolzen und aus der Sadure der Formel IX be- 
standen. 

Aquivalentgewicht: 0,0825 g in 20 ccm abs. Alkohol verbrauchten 2,88 com 


n/10 KOH. 
Aquivalentgewicht: Gef.: 286,5. Ber.: 277,3. 


Verseifung des Cholestan-diol-monobenzoesaure- 
esters: 0,5 g des Stoffes wurden in 20 ccm 10°/oiger alko- 
holischer Kalilauge gelést und eine Stunde energisch verseift. 
Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser versetzt, ausgeithert, 
der Ather wurde verdampft und der Riickstand wurde mit 
wiBrigem Athylalkohol aufgenommen. Beim Erkalten schieden 
sich daraus die typischen Kristalle des Cholestan-4,7-diols ab, 
schmale Blaittchen vom Schmelzpunkt 215°, die mit reinem Diol 
keine Schmelzpunktserniedrigung gaben. 
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Verseifung des Dibenzoesdureesters: 0,5 g des 
Dibenzoesiureesters wurden in gleicher Weise verseift; auch 
hier wurde als Verseifungsprodukt das Cholestandiol vom 
Schmelzpunkt 215° erhalten. 

Identifizierung des Cholestan-4,7-diols: 0,5 g des 
so erhaltenen Verseifungsproduktes wurden in 30 ccm Eisessig 
gelést und mit Chromsaure oxydiert. Durch Trennung des 
Reaktionsproduktes in einen neutralen und einen sauren Teil 
wurde ein Keton und eine Saure erhalten. Das Keton kri- 
stallisierte aus Athylalkohol in Biischeln langer Nadeln vom 
Schmelzpunkt 170°, die mit reinem Cholestan-4,7-dion keine 
Schmelzpunktsdepression gaben. 

Die Saiure wurde aus Eisessig in Rosetten kleiner Nadeln 
erhalten, die bei 216° unter Zersetzung schmolzen, 0,1 g der 
Séure wurden in etwa 5 ccm Methylalkohol gelést und mit 
ein paar Tropfen konz. Schwefelsaiure versetzt. Nach einigem 
Stehen schieden sich die charakteristischen Kristalle des 
Dimethylesters ab, die, aus Methylalkohol umkristallisiert, bei 
112° schmolzen. 

Cholestan-diol-essigsiureester: 1g des Cholestandiols 
wurde eine Stunde mit 2 g Essigséureanhydrid gekocht. Das 
erhaltene Reaktionsprodukt wurde aus Athylalkohol umkri- 
stallisiert. Es wurden prachtvolle lange Nadeln vom Schmelz- 
punkt 107° erhalten. 

0,5 g des Acetats wurden eine Stunde mit alkoholischer 
Kalilauge verseift. Das Verseifungsprodukt gab aus Athyl- 
alkohol umkristallisiert schmale Blittchen vom Schmelzpunkt 
215°. Es erwies sich mit dem Ausgangsmaterial identisch. 














Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
15. Mitteilung’). 


Uber das Vorkommen von Athylidenmilchsaure in den 
Blattern der Himbeere (Rubus Idaeus). 


Von 


Hartwig Franzen und Emmi Stern. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1921.) 


Bei einer systematischen Untersuchung der Himbeerbliatter 
auf die in ihnen vorhandenen Stoffe zeigte sich, dafi sie recht 
erhebliche Mengen Milchsiure enthalten. 

Die getrockneten und fein gemahlenen Blatter wurden 
mit Wasser aufgekocht, der Brei abgeprefit und der wifirige 
Auszug so lange in der Hitze zunichst mit eimer Bleiacetat- 
lésung und dann mit einer Lésung von basischem Bleiacetat 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr ausfiel. Der Bleinieder- 
schlag wurde abfiltriert, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff 
entbleit und das Filtrat vom Bleisulfid so weit im Vakuum 
eingedampft, daf} es 25~-30°/o Trockensubstanz enthielt, wo- 
bei ein ziemlich dicker Kristallbrei ausfiel. Der Brei wurde 
scharf abgesaugt, der recht schmierige Filterriickstand zwei- 
mal mit wenig Wasser fein aufgeschlimmt, jedesmal scharf 
abgesaugt und im Vakuum getrocknet. Graues kristallines 
Pulver. 

0,8776 g Substanz gaben 0,1458 g Asche. 
Gef. 16,61°/, Asche. 


Die Asche war ein graues, zum Teil griin gefirbtes Pulver. 
Der wifirige Auszug reagierte alkalisch; Carbonate und Hisen 


') 14. Mitteilung. Diese Zeitschr. Bd. 115, S. 9 (1921). 
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waren nicht vorhanden; Natrium und Kalium in Spuren; 
Calcium und Mangan lieBen sich nachweisen, aber nur in 
recht geringen Mengen, dagegen war recht viel Magnesium 
vorhanden; Phosphorsiiure war héchstens in allergeringsten 
Spuren nachweisbar. Die Substanz bestand also im wesent- 
lichen aus einem Magnesiumsalz. 

Zur Reinigung wurden 50 g in 500 ccm Wasser durch 
Erhitzen gelést, etwas Tierkohle hinzugefiigt, unter éfterem 
Umschiitteln '/, Stunde auf dem siedenden Wasserbade erwarmt 
und filtriert. Zu dem farblosen Filtrat wurden nach dem Ab- 
kiihlen 1500 cem Alkohol gegeben; sehr allmahlich fiel ein 
farbloser kristalliner Niederschlag aus, der am nichsten Tage 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet 
wurde. 59,5 g eines farblosen Pulvers. 

0,4008 g Substanz gaben 0,0642 g Asche. 
Gef. 16,02°/, Asche, 

Die Asche war farblos und bestand nach der qualitativen 
Untersuchung im wesentlichen aus Magnesiumoxyd und Spuren 
von Calciumoxyd. 

Die durch Fallen mit Alkohol gereinigte Substanz bestand 
nach der Beobachtung im Polarisationsmikroskop aus kleinen 
Nadeln, die im parallel polarisierten Licht gleichen optischen 
Charakter aufwiesen. Zwischen gekreuzten Nicols und unter 
Verwendung eines Gipsplattchens Rot 1. Ordnung als Kom- 
pensator waren alle Nadeln, die im Beobachtungsfeld die Rich- 
tung von rechts oben nach links unten einnahmen, stets blau 
und die dazu senkrecht gerichteten stets gelb. Die Substanz 
war also einheitlich. 

Um dies noch weiter zu erhairten, wurde sie aus Wasser 
umkristallisiert. Aus 39 g wurden 19 g eines farblosen Kristall- 
pulvers erhalten. 

0,5158 g Substanz gaben 0,0816 g MgO, 
0,5158 g o 5 09,2426 g MgSO,. 
Gef, Mg aus MgO 9,55°/,, aus MgSO, 9,52°/,. 

Die Ubereinstimmung der beiden Analysen zeigt, daf 

tatsichlich ein reines Magnesiumsalz vorliegt. 








272 Hartwig Franzen und Emmi Stern, 


Die Mutterlauge von der ersten Kristallisation wurde auf 
dem Wasserbade ziemlich weit eingedampft, wobei sich schon 
wihrend des Eindampfens reichliche Mengen farbloser Kristall- 
krusten abschieden. Nach dem Erkalten wurde abgesaugt 
und im Vakuumexsikkator getrocknet. Farblose kristalline 
Masse; Ausbeute 15,2 g. 

0,5618 g Substanz gaben 0,0928 g MgO, 
0,5618¢ _,, ,  0,2746 g MgSO, 
Gef. Mg aus MgO 9,97°/,, aus MgSO, 9,44°/,. 

Das Magnesiumsulfat liste sich bis auf eine geringe Trii- 
bung in Wasser; dem Magnesiumsalz ist also schon eine kleine 
Menge Kalksalz beigemischt, worauf auch die Abweichungen 
in dem Prozentgehalt an Magnesium berechnet aus der Asche 
und dem Sulfat hindeuten. Die Mutterlauge von der zweiten 
Kristallisation wurde auf dem Wasserbade zur Trockne ein- 
gedampft und der Riickstand im Vakuumexsikkator weiter 
getrocknet. 3,5 g eines schwach gelblichen kristallinen Pulvers. 

0,5430 g Substanz gaben 0,0988 g Asche, 
0,5430 g re »  0,2684 g Sulfat. 
Gef. Mg aus Asche 10,98°/,, aus Sulfat 10,00°/,. 

Das Sulfat léste sich zum gréBten Teil in Wasser, jedoch 
blieb ein erheblicher Teil ungelést. In der letzten Kristalli- 
sation hiaufen sich also die Kalksalze an. Der durch Fallen mit 
Alkohol gereinigte Kérper besteht im wesentlichen aus einem 
Magnesiumsalz, verunreinigt durch geringe Mengen Kalksalz. 

Zur Bestimmung eines etwa vorhandenen Wassergehaltes 
wurde reines, im Vakuum iiber Kali und Schwefelsiure getrock- 
netes Magnesiumsalz im Toluoldampf im Vakuum bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,4224 g Substanz verloren 0,0876 g H,O, 
0,5132 g iP m 0,1064 g H,0O. 
Gef. 20,74—20,73°/, H,O. 

In der wasserfreien Substanz wurde das Magnesium be- 

stimmt. 


0,3345 g Substanz gaben 0,0670 g MgO, 
0,3345 g . ,  0,1996 g MgSO,. 
Gef. Mg aus MgO 12,09°/,, aus MgSO, 12,07°/,. 
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Die Analysen stimmen sehr gut auf milchsaures Magnesium 
+38 H,O bzw. auf das wasserfreie Salz. 


Ber. f. C,H,,O, Mg Gef. 
9,50°/, Mg 9,55°/, Mg 
21,08°/, H,0. 20,74—20,73°/, H,O. 
Ber. f. C,H,,0, Mg Gef. 
12,03°/, Mg. 12,09°/, Mg. 


Um sicherzustellen, daf} in dem Korper tatsichlich milch- 
saures Magnesium vorlag, wurde zunichst die freie Siure und 
weiterhin das Zinksalz dargestellt. 15 g des reinen Salzes 
wurden in 150 ccm Wasser gelést, 8 g konzentrierte Schwefel- 
siure hinzugefiigt, das Gemisch 48 Stunden im Kempfschen 
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert, der Ather verdampft 
und der Riickstand 2 Tage im Vakuumexsikkator iiber Kali 
und Schwefelsiure getrocknet, wobei ein dicker Sirup erhalten 
wurde; in 10°/oiger Lésung wurde die Polarisationsebene nicht 
abgelenkt. Zur Bereitung des Zinksalzes wurden 2 g der 
Saiure in 300 com Wasser gelést, iiberschiissiges Zinkcarbonat 
eingetragen, auf dem Wasserbade erwirmt, vom nicht gelésten 
Carbonat abfiltriert, das Filtrat auf dem Wasserbade einge- 
dampft, die nach dem Abklihlen abgeschiedenen Kristalle ab- 
gesaugt und an der Luft getrocknet. 


0,4664 g Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum bei 
110° 0,0834 g. 


Ber. f. C,H,,0, Zn Gef, 
18,17°/, H,O. 17,88°/, H,O. 


In dem wasserfreien Salz wurde durch Abrauchen mit 
Schwefelsiure das Zink bestimmt. 


0,3844 g Substanz gaben 0,2536 g ZnSO,. 


Ber. f. C,H,,0,Zn Gef. 
26,86°/, Zn. 26,72°/, Zn. 


Wenn auch durch die Analyse des Magnesiumsalzes und 
des Zinksalzes ziemlich sichergestellt war, dal tatsichlich 
Milchsiure vorlag, schien es doch wiinschenswert zu sein, 
dies weiter zu erharten. Am sichersten lief sich die Kenn- 
zeichnung der Milchsaéure dadurch gestalten, dafi sie in einen 
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gut kristallisierenden Kérper mit scharfem Schmelzpunkt iiber- 
fiihrt wurde, und hierzu schien die Benzylidenverbindung ihres 
Hydrazids sehr geeignet zu sein. Es ware nun unbeqnem 
gewesen, das Milchsiiurehydrazid nach der Vorschrift von 
Theodor Curtius und Daniel Aufhauser’) durch Ein- 
wirkung von Hydrazinhydrat auf den Ester zu gewinnen; 
einfacher war es, nach dem Verfahren von Theodor Curtius 
und Hartwig Franzen’) zu arbeiten und es durch Kochen 
des Hydrazinsalzes der Milchsiure zu gewinnen. Da es uns 
aber darauf ankam, die Methode zur Kennzeichnung der Milch- 
siure gleich so zu gestalten, dal} sie auch fiir sehr kleine 
Mengen brauchbar war, wurde das Verfahren in folgender 
Weise abgeandert: 

2,0 g Milchsiiure wurden in wenig Wasser gelést, 1,2 ccm 
Hydrazinhydrat hinzugefiigt und die Mischung in einem Por- 
zellanschiffchen im Vakuum getrocknet. Das Schiffchen wurde 
dann 4 Stunden im Toluoldampf im Vakuum bei Gegenwart 
von Phosphorpentoxyd erhitzt, nach dem Erkalten der dicke 
Riickstand — 2,25 g — in 50 ccm Wasser gelist, mit 2,4 g 
Benzaldehyd geschiittelt und noch so lange tropfenweise von 
diesem hinzugefiigt, bis sein Geruch auch nach laingerem 
Schiitteln bestehen blieb. Nach mehrstiindigem Stehen wurde 
der Niederschlag abgesaugt, im Vakuum getrocknet, mit 
Ather iibergossen, um Benzaldazin zu entfernen, abgesaugt, 
mit Ather nachgewaschen und getrocknet. Farbloses kristal- 
lines Pulver; Ausbeute 2,0 g entsprechend 50°/o der berech- 
neten. Aus Alkohol umkristallisiert feine farblose Nidelchen, 
die den Schmelzpunkt 158—159° des Benzyliden-milchsaure- 
hydrazids zeigten. Kine Mischung mit Benzylidenmilchsiure- 
hydrazid, welches aus von Kahlbaum bezogener Milchsiure 
bereitet worden war, zeigte den gleichen Schmelzpunkt. 


0,1848 g Substanz gaben 0,4225 g CO, und 0,1063 g H,O, 


0,1450 g i ,  0,83818 g CO, ,, 0,0823 g H,0, 
0,1007 g i , 12,7 com N (16°, 751 mm), 
0,1018 g ” ,, 12,9 com N (16°, 751 mm). 





') J. pr. (2) Bd. 95, 8. 168 (1917). 
») B. 85, S. 3240 (1902). 
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Ber. f. C,,H,,0.Ne Gef. 
62,479/,' C 62,54—62,43/, C 
6,30°/, H 6,45— 6,35°/, H 
14,589/, N. 14,64—-14,719/, N. 


Durch den Nachweis, dali die aus der Himbeerblattersiiure 
erhaltene Benzylidenverbindung des Hydrazids den gleichen 
Schmelzpunkt und die gleiche Zusammensetzung wie das 
Benzyliden-x-milchsiurehydrazid aufweist, besteht kein Zweifel 
mehr, daf} in der fraglichen Saéure 2-Milchsiiure vorliegt, und 
zwar ist es die gewdhnliche Athylidenmilchsiure, da die 
Polarisationsebene von ihr nicht abgelenkt wird und das Zink- 
salz mit 3 Molekiilen Wasser kristallisiert. 

Die eben erwiihnte Methode zur Kennzeichnung der Milch- 
siure mit Hilfe der Benzylidenverbindung ihres Hydrazids 
lift sich noch mit recht kleinen Mengen durchfiihren. Aus 
0,19 g Milchsiure wurden auf die gleiche Weise, wie oben 
geschildert, 0,084 g Benzylidenverbindung von dem angege- 
benen Schmelzpunkt erhalten. 

Wie steht es nun mit unseren Kenntnissen iiber das Vor- 
kommen von Milchsiiure in héheren Pflanzen? Es scheint die 
Meinung zu herrschen, dafi} diese Siure schon haufig darin 
nachgewiesen wurde; so schreibt z. B. Emil Baur’) in 
seinem Aufsatz ,Uber die Genesis der Kohlehydrate‘: ,Es 
gibt in griinen Pflanzenteilen noch drei andere hiufige Siuren: 
die Weinsiure, Bernsteinsiiure und Milchsiaure.“ 

In den einschlagigen Handbiichern finden sich 14 Arbeiten 
aufgefiihrt, nach denen Milchsiure in héheren Pflanzen vor- 
kommen soll. Wir haben diese Arbeiten einer kritischen 
Durchsicht unterzogen, um zu sehen, in welchen Fallen Milch- 
siure sicher nachgewiesen wurde. 

Nach Leo Meier”) soll Milchsaéure in den roten Riiben 
(Beta vulgaris) vorkommen. Die getrockneten roten Riiben 
wurden zuniichst mit Ather, dann mit absolutem Alkohol, 
weiter mit 70°/oigem Alkohol und schliefilich mit Wasser 


') Die Naturwissenschaften Bd. 1, 8. 474 (1913). 
*) Repertorium f. d, Pharmacie Bd. 95 (oder 2. Reihe Bd, 45), 8. 10 
(1847), 
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ausgezogen. Der wafirige Auszug wurde mit Bleiacetatlésung 
gefallt, der Niederschlag abfiltriert, ausgewaschen und mit 
wenig Wasser ausgekocht; das Filtrat vom Nichtgelésten 
wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit und eingedampft, 
wobei ,eine gelbliche, geruchlose, sehr sauer schmeckende, 
glinzende, gestaltlose Masse, welche an der Luft Feuchtigkeit 
anzieht“, hinterblieb. Die Masse gab beim Destillieren farb- 
lose Kristalle, leicht lésliche, nicht kristallisierende Blei-Baryt- 
und Kalisalze und ein kristallisierendes, in kaltem Wasser 
schwer lésliches Zinksalz. ,Die saure Masse war also Milch- 
saure.“ 

Es ist héchst unwahrscheinlich, daB der eben erwihnte 
Forscher Milchsiure in Hinden gehabt hat, da diese kaum 
in den Bleiacetatniederschlag hineingehen diirfte. Die ange- 
stellten qualitativen Proben geniigen keineswegs, um den 
fraglichen Stoff als Milchsiure zu kennzeichnen. 

Nach Wittstein’) soll im Blutungssaft der Weinreben 
(Vitis vinifera) Milchsiéure enthalten sein. Dieser wurde bei 
gelinder Wirme eingedunstet, wobei sich eine kérnig-kristalline 
Masse abschied, die abfiltriert wurde; das Filtrat wurde mit 
Bleiacetat gefallt, der Bleiniederschlag abfiltriert, das Filtrat 
entbleit und das Filtrat vom Bleisulfid mit etwas Zinkacetat 
vermischt zur Trockne eingedampft. Beim Behandeln des 
Riickstandes mit Wasser hinterblieb ein schwer lésliches Zink- 
salz, welches auf athylidenmilchsaures Zink gut stimmende 
Analysen (Wasser- und Zinkbestimmung) gab. 

Es diirfte wahrscheinlich sein, daB Wittstein aus dem 
Blutungssaft der Weinreben tatsichlich Athylidenmilchsiure 
abgeschieden hat. Leider kam der Saft nicht in frischem 
Zustande zur Untersuchung. Wéahrend er am Anfang voll- 
kommen neutral und wasserhell war, hatte er am folgenden 
Tage schon eine spurenweise saure Reaktion und schwache 
Opaleszenz angenommen. Es besteht also immerhin die Még- 
lichkeit, daf} die Milchsiure sekundar durch Giérung entstanden 
ist, worauf auch Wehmer?) hinweist. 





') Vierteljahrsschr. f. praktische Pharmacie Bd. 6, 8, 199 (1857). 
*) Die Pflanzenstoffe S. 475. 
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Nach J. B. Enz’) soll im Ehrenpreis (Veronica officinalis) 
Milchsiure enthalten sein. Der wifrige Auszug des Krautes 
wurde ausgeithert, die ausgeitherte Lésung mit Schwefel- 
siure angesiiuert, abermals ausgeiithert, der Ather verdunstet, 
der Riickstand mit Kalkwasser neutralisiert und eingetrocknet. 
Der Riickstand wurde in wenig Wasser gelist und eine kon- 
zentrierte Zinkchloridlésung hinzugefiigt; ,nach einiger Zeit 
erfolgte in der Fliissigkeit eine kristallinische Ausscheidung, 
die unter solchen Umstinden nur der Gegenwart von Milch- 
siure zugeschrieben werden konnte, da bekanntlich diese Siure 
mit dem Zinkoxyde ein schwer lésliches Salz bildet*. 

Der von Enz gefiihrte Nachweis der Milchséiure im Ehren- 
preis ist vollkommen unzureichend. 

Nach T. und H. Smith?) ist Milchséiure im Opium (Pa- 
paver somniferum) enthalten. Die Morphinmutterlaugen wur- 
den durch Fallung mit einem Alkali von organischen Basen 
befreit, das Filtrat mit Bleiglitte digeriert, das Filtrat von 
den Bleiverbindungen zu einem dicken Sirup eingedampft, mit 
viel Alkohol versetzt, der Niederschlag abfiltriert, aus dem 
Filtrat das Blei durch Schwefelsiure gefallt, das Filtrat vom 
Bleisulfat mit Kalkmilch gesittigt und eingedampft. Aus dem 
sirupdicken Riickstand kristallisierte bei langerem Stehen milch- 
saurer Kalk aus. Dieser milchsaure Kalk, der von den beiden 
Forschern zunichst als von diesem verschieden angesehen 
und thebolactinsaurer Kalk genannt wurde, erfuhr dann eine 
nihere Untersuchung durch J. Y. Buchanan‘). Durch Ein- 
wirkung von Phosphorpentachlorid auf das getrocknete Kalk- 
salz konnte ein Saurechlorid und daraus durch Einwirkung 
von absolutem Alkohol ein Ester erhalten werden, der den 
Siedepunkt des Chlorpropionséureesters 144° zeigte und den 
auf diesen berechneten Chlorgehalt aufwies. Die aus dem 
Chlorid bereitete Saiure zeigte den Siedepunkt und die Dichte 
der Chlorpropionsiure und gab den fiir diesen Kérper berech- 


') Vierteljahrsschr. f. pr. Pharm. Bd. 7, S. 188 (1858). 

*) J. 1865, 633, C. 1865, 1120; Pharm. Journ. Trans. (2) Bd. 7, S. 50 
(1865), 

8) B. 3, 182 (1870). 





978 Hartwig Franzen und Emmi Stern, 


neten Chlorwert. Das Kupfersalz der Thebolactinsiure stimmte 
in seinen Higenschaften mit dem der Athylidenmilchsiiure 
iiberein; die aus dem Kalksalz gewonnene Siure war optisch 
inaktiv. 

Nach diesen Angaben diirfte kein Zweifel bestehen, dai 
im Opium Athylidenmilchsiure enthalten ist. 

Nach Eugen Dietrich’) soll in den Friichten der Edel- 
kastanie (Castanea vesca) Milchséure vorkommen. Die Friichte 
wurden zunichst mit Ather, dann mit Alkohol und schlieflich 
mit Wasser ausgezogen. Der wifirige Auszug wurde mit 
Bleiacetat gefallt, das Filtrat vom Bleiniederschlag entbleit, 
mit Zinkacetat versetzt, eingeengt und einige Tage in der 
Kilte stehen gelassen; nach einigen Tagen fand sich darin 
eine diinne Salzkruste, welche von kaltem Wasser schwer ge- 
lést und als eine Verbindung des Zinkoxyds mit Milchsiure 
erkannt wurde‘. 

Die Angaben des Forschers sind véllig unzureichend, um 
den Kérper als Milchsiiure zu kennzeichnen. 

Nach D. B. Dott?) kommt Milchsiure in der Weiden- 
rinde vor. Der wifirige Auszug wurde mit Kalkmilch neu- 
tralisiert, zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit 
Alkohol ausgekocht; aus dem Filtrat von dem zuniachst aus- 
kristallisierten Salicin wurde der Alkohol abdestilliert; der 
Riickstand kristallisierte in blumenkohlaihnlichen Massen, die 
mit radial gruppierten prismatischen Kristallen vermischt 
waren. Die Kristalle gaben gut auf milchsaures Calcium 
+5 H,O stimmende Werte (Wasser- und Kalkbestimmung). 
Zur Gewinnung der freien Siure wurde das Kalksalz in Wasser 
gelést, mit der berechneten Menge Oxalsiure gefallt, das Fil- 
trat vom Calciumoxalat eingeengt, mit Ather ausgeschiittelt, 
der Ather abdestilliert und der Riickstand 2 Tage iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Es hinterblieb ein geruchloser Sirup 
von intensiv saurem Geschmack. Beim Kochen mit Schwefel- 
siure entwich ein mit blauer Flamme brennbares Gas (Kohlen- 


') Vierteljahrsschr. f. pr. Pharm, Bd. 15, 8. 202 (1866). 
*) Pharm. Journ. Trans. (3) Bd. 8, 8. 221 (1878). 
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oxyd). Beim Erhitzen mit Schwefelsiiure und Mangansuper- 
oxyd trat Geruch nach Acetaldehyd auf. Beim Destillieren 
der Siure entstand Lactid. Das aus der freien Siure bereitete 
Zinksalz gab gut auf milchsaures Zink +3 H,O stimmende 
Werte (Wasser- und Zinkbestimmung). 

Nach den Angaben besteht kein Zweifel, dafi von Dott 
in der Weidenrinde Milchsiure aufgefunden wurde; bedauerlich 
ist nur, dafi die Salixart, von welcher die Rinde stammte, 
nicht angegeben werden konnte. 

Nach W. Windisch’) soll in der Gerste (Hordeum sa- 
tivum), dem Mais (Zea Mays) und der Kartoffel (Solanum 
tuberosum) Milchsiure enthalten sein. Zum Nachweis der 
Milchsiure benutzte der Forscher lediglich eine von ihm auf- 
gefundene Farbenreaktion®), die in ‘folgender Weise ausgefiihrt 
wird: Die auf Milchsiure zu untersuchende Probe wird mit 
Chromsiiuremischung erhitzt, wobei etwa vorhandene Milch- 
siiure in Ameisensiiure und Acetaldehyd zerfallt. Zum Nach- 
weis des letzteren werden die entweichenden Dimpfe in 
Neblers Reagens geleitet, wobei der Aldehyd einen gelben 
bis gelbroten Niederschlag hervorbringt; bei Anwesenheit ge- 
ringer Mengen entsteht nur eine gelbe opaleszierende Ab- 
scheidung. Zum Nachweis von Milchsiure in Gerste und Mais 
mit Hilfe dieser Reaktion wurden die gemahlenen Kérner mit 
Ather extrahiert, der Ather verdampft, der Riickstand mit 
Wasser aufgenommen, durch ein feuchtes Filter filtriert und 
das Filtrat der weiter oben geschilderten Probe unterworfen. 
Zum Nachweis der Siure in den Kartoffeln wurden diese zer- 
rieben, das Reibsel mit Wasser angeriihrt, filtriert, das Filtrat 
ausgeiithert, der Ather verjagt und mit dem Riickstand die 
Probe angestellt. In allen drei Fallen war die Probe positiv. 

Die von Windisch benutzte Methode zum Nachweis von 
Milchsiure ist ganz unzureichend. In den itherischen Auszug 
kénnen auber Milchsiure noch alle méglichen andern Kérper 
iibergehen, die bei der Behandlung mit Chromsiuremischung 


1) Zeitschr. f. Spiritusind. Bd. 10, S. 157, C. 1888 (1) 711. 
*) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 13, 8. 214, C. 1887, 826. 
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Dimpfe zu liefern vermégen, welche in Neflers Reagens 
einen Niederschlag hervorbringen. Der Nachweis von Milch- 
siure in den drei Pflanzenteilen ist keineswegs gefiihrt. 

In dem Blutungssaft von Eriobotrya Japonica soll nach 
den Angaben von Lacour Eymard’) milchsaures Kalium vor- 
kommen, ohne daf} die Behauptung irgendwie belegt wiire. 
Hierauf ist natiirlich nicht der geringste Wert zu legen. 

Nach Franz Adam?) soll in den Tamarinden (Tamarindus 
indica) etwas Milchsiure enthalten sein. Die Zeitschrift des 
Osterreichischen Apothekervereins Bd. 43 ist in keiner deut- 
schen Bibliothek vorhanden und aus dem Referat des Central- 
blattes 146t sich nicht ersehen, wie die Milchséure abgeschieden 
und gekennzeichnet wurde, so dafi vorliufig unentschieden 
bleiben mufi, ob der Nachweis sicher genug war. 

Nach J. Habermann’) ist im Tausendgiildenkraut (Ery- 
thraea Centaurium) Milchséiure enthalten. Fiir die Unter- 
suchung wurde ein von Merk bezogenes Extractum centauri 
minoris benutzt. Zuniachst wurden die durch Alkohol fall- 
baren Stoffe entfernt; das Filtrat hiervon schied nach dem 
Abdestillieren des Alkohols bei langerem Stehen eine recht 
erhebliche Kristallmenge aus. Durch mehrfaches Umkristalli- 
sieren aus Wasser unter Zusatz von Tierkohle wurden glin- 
zende prismatische, farblose Kristallnidelchen erhalten. Die 
Analyse gab auf milchsaures Magnesium +3 H,O gut stim- 
mende Werte (Wasser- und Magnesiumbestimmung). Die Lis- 
lichkeit des Salzes war die gleiche wie die eines aus Athyliden- 
milchsiure gewonnenen Magnesiumsalzes, 

Mit recht grofier Sicherheit geht aus den Angaben von 
Habermann hervor, dafi in dem von ihm untersuchten Ex- 
tractum centauri minoris Milchséure enthalten ist. Es besteht 
nun aber die Méglichkeit, daf} bei der Bereitung des Extraktes 
Milchséuregirung eingetreten ist und daf} die Séure von dieser 
herriihrt, worauf auch Wehmer hinweist. Jedenfalls ist die 


1) Journ. de Pharm. et de Chimie (5) Bd. 21, 8. 192 (1890), 

2) Zeitschr. d. Osterr. Apoth.-Ver. Bd. 48, S. 797 (1905); C. 1905 (2), 
1042. 

3) Chem. Ztg. Bd. 30, S. 40 (1906); C. 1906 (1), 819. 
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Méglichkeit der Milchsiuregirung nicht ausgeschlossen worden. 
Es kann also nicht mit Sicherheit behauptet werden, daf 
Milchsiure im Tausendgiildenkraut enthalten ist. 

Nach E. Hoyer’) ist im gekeimten Ricinussamen (Ricinus 
communis) Milchséiure vorhanden. Die gekeimten Samen 
wurden geschalt und die durch Zerquetschen gewonnene Samen- 
milch 12 Stunden bei 24° unter Zusatz von Chloralhydrat als 
Desinficiens stehengelassen; die wifrige Schicht wurde nach 
der Filtration auf dem Wasserbade zur Sirupdicke eingedampft, 
der Sirup mit absolutem Alkohol aufgenommen, filtriert, der 
Alkohol verjagt und aus dem stark sauren Riickstand mit 
Hilfe von Zinkcarbonat das Zinksalz hergestellt. Die Analyse 
(Zinkbestimmung) gab einen gut auf milchsaures Zink +3 H,O 
stimmenden Wert. Von N. T. Deleano?’) wird gleichfalls 
behauptet, dafi in keimendem Ricinussamen Milchsaéure ent- 
halten ist, ohne dafi diese Behauptung irgendwie belegt wire. 

Mit Wahrscheinlichkeit diirfte aus den Angaben von 
Hoyer hervorgehen, dafi in keimendem Ricinussamen Milch- 
siiure enthalten ist. 

Nach Wm. Me George®) kommt in der Sisalagave (Agave 
Sisalana) Milchsiure vor. Frisch gepfliickte Blatter wurden 
mit Wasser unter Zusatz von etwas Schwefelsiure ausgekocht, 
der Auszug auf dem Wasserbade eingedampft, ausgeithert, 
der Ather verjagt und der Riickstand mit Wasser aufgenommen. 
Die Lésung gab die Uffelmannsche Reaktion auf Milchséure; 
da diese Reaktion auch mit Oxalséure, Zitronenséiure, Wein- 
siure und Bernsteinsdure eintritt, wurde auch auf diese Sauren 
untersucht, aber ohne Erfolg. Die Reaktion von Denigés 
auf Milchsiure fiel ebenfalls positiv aus. Durch Behandeln 
der Fliissigkeit mit Zinkoxyd wurde ein schwer lésliches 
Zinksalz gewonnen, welches unter dem Mikroskop die gleiche 
Kristallform wie Zinklactat zeigte. Ferner wurde noch das 
basische Bleilactat 3 PbO,(C,H,O,) dargestellt, welches auf die 
Formel gut stimmende Werte lieferte (Pb-Bestimmung). 





1) Diese Zeitschr. Bd. 50, S, 421 (1907). 
*) Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. (2) Bd. 24, S. 138 (1909). 
3) Journ. Am, chem. soc, Bd. 34, 8. 1625 (1912). 
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Aus den Angaben folgt mit recht grofier Sicherheit, da 
in der Sisalagave Milchsiure enthalten ist. 

Nach den eben besprochenen Arbeiten soll Milchsiéure in 
den folgenden Pflanzen vorkommen: 


_— 


Rote Riibe, Beta vulgaris (Riibe). 

Wein, Vitis vinifera (Blutungssaft). 
Ehrenpreis, Veronica officinalis (Kraut). 
Schlafmohn, Papaver somniferum (Opium). 
Edelkastanie, Castanea vesca (Frucht). 
Weidenart, Salix (Rinde). 

Gerste, Hordeum sativum (Frucht). 

Mais, Zea Mays (Frucht). 


. Kartoffel, Solanum tuberosum (Knolle). 
10. 
11. 
12. 
13. 
14. 


Eryobotrya Japonica (Blutungssaft). 

Tamarinde, Tamarindus indica (Frucht). 
Tausendgiildenkraut, Erythraea Centaurium (Kraut). 
Ricinus, Ricinus communis (gekeimter Samen). 
Sisalagave, Agave Sisalana (Blatter). 


Von diesen 14 Pflanzen, in denen Milchsiure vorkommen 
soll, kénnen 7 ohne weiteres gestrichen werden, und zwar 
rote Riibe, Ehrenpreis, Edelkastanie, Gerste, Mais, Kartoffel, 
Eryobotrya Japonica, weil der Nachweis der Saure in véllig 
unzuliinglicher Weise, lediglich durch einige qualitative Re- 
aktionen gefiihrt wurde. Ferner miissen gestrichen werden 
Wein und Tausengiildenkraut, weil in beiden Fallen der Ver- 
dacht der Milchsiuregiirung nicht von der Hand zu weisen 
ist, und schlieSlich noch die Weidenart, weil die Pflanze nicht 
angegeben werden konnte. Auch die Tamarinde muf} vor- 
liufig gestrichen werden, da nicht zu ermitteln war, auf 
welche Weise die Milchsiure gekennzeichnet wurde. Es bleiben 
also noch iibrig: 

Schlafmohn, Papaver somniferum (Opium), 

Ricinus, Ricinus communis (gekeimter Samen), 

Sisalagave, Agave Sisalana (Blatter), 
in denen Milchsiiure sicher nachgewiesen wurde, und dazu 


kommt jetzt noch 
Himbeere, Rubus Idaeus (Blatter). 
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Nicht absolut sicher wurde die Milchsiure in den ge- 
keimten Ricinussamen nachgewiesen. Hoyer hat sich damit 
begntigt, das von ihm erhaltene Zinksalz lediglich durch eine 
einzige Zinkbestimmung zu kennzeichnen. Derartige Angaben 
sind im allgemeinen nicht zureichend, um eine aus einem 
Gemisch organischer Kérper gewonnene Saéure ihrer Natur 
nach sicherzustellen; liegt nur die Analyse eines einzelnen 
Salzes vor, so miissen qualitative Angaben hinzukommen, um 
die Séure sicher zu kennzeichnen. Weit besser als durch 
Wasser und Metallbestimmungen, auch von mehreren Salzen, 
wird die Natur einer organischen Saure durch ihre Elementar- 
analyse oder, wenn das schwer durchfiihrbar ist, durch die 
Analyse eines Abkémmlings und durch dessen Schmelzpunkt 
sicher gekennzeichnet. 


Zusammenfassung. 


In den Blaittern der Himbeere kommen reichliche 
Mengen Athylidenmilchsaure vor. 

Aufer in der eben erwahnten Pflanze ist Milch- 
siure sicher nur noch im Schlafmohn (Opium), Ricinus 
(gekeimter Samen) und der Sisalagave (Blatter), viel- 
Jeicht auch noch in der Tamarinde (Frucht) nachge- 
wiesen worden. Die iibrigen im Schrifttum behaup- 
teten Vorkommnisse in 10 Pflanzen sind, weil die 
Séure nicht geniigend gekennzeichnet wurde oder 
weil der Verdacht der Milchsiuregarung vorliegt, 
zu streichen. 





Zur Durchfiihrung der Arbeit wurden Mittel benutzt, die 
uns von der Karlsruher Hochschulvereinigung zur Verfiigung 
gestellt wurden; auch an dieser Stelle sagen wir der Ver- 
einigung unseren herzlichsten Dank. 
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Synthese von schwefel- und selenhaltigen Disacchariden 
durch Verkettung von zwei Glucoseresten in der C,-Stellung. — 
Uber einige neue Derivate der 6-Bromglucose. 


Von 


Fritz Wrede. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ttibingen und dem 
pbysiologischen Institut der Universitit Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1921.) 


Vor 19 Jahren wurde von E. Fischer und Armstrong 
das Acetat einer Dibromglucose beschrieben'), bei dem die 
Stellung der beiden Bromatome spiter bewiesen werden konnte?). 
Es handelte sich danach um das Acetat der 1,6-Dibrom- 
glucose: 


6 5 4 3 2 1 
CH, Br — CH — CH— CH — CH — CH Br 
Oac | Oac Oac | 
O 





Das Bromatom in der C,-Stellung ist recht leicht beweg- 
lich, ebenso wie es das in der schon vielfach mit grofem 
Erfolg zu Glucosid- und Disaccharidsynthesen benutzten 
Aceto-1l-bromglucose ist. Wie diese liefert das Dibromid 
Glucosidderivate, z. B. das Triacetyl-methylglucosid-6-brom- 
hydrin (Formel I). Die Hoffnung, daf} das Bromatom am 
C, ahnlich leicht zum Austausch gegen andere Gruppen be- 
fahigt sei, wodurch zweifellos eine grofje Anzahl interessanter 
Zuckerderivate zuginglich geworden wire, erfiillte sich leider 
nicht. Das zweite Bromatom erwies sich als auferordentlich 
festhaftend, z. B. bedurfte es eines lingeren Kochens mit 





1) E. Fischer und Armstrong, Ber. Bd. 35, S. 833 (1902). 
*) EK. Fischer und Zach, Ber. Bd. 45, S. 3761 (1912). 
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Salpetersiure bei Gegenwart von Silbernitrat, um es unter 
Zerstérung des Zuckermolekiils als Bromsilber abzuscheiden. 
Kin glatter Austausch des Broms am (,, und zwar bei dem 
oben erwihnten Acetat des Methylylucosid-6-bromhydrins, 
gelang eigentlich nur in zwei Fallen: Mit verfliissigtem Am- 
moniak erhielt man nach 7-tiéigiger Einwirkung bei Zimmer- 
temperatur ein Isomeres des Glucosamins'); durch Reduktion 
mit Zinkstaub-Essigséure in der Wirme entstand ein Derivat 
der Methylpentose d-Isorhamnose, durch welche Reaktion 
endgiiltig die Stellung des Bromatoms am C, bewiesen wurde’). 
-- Zu erwahnen ist noch, dai beim Erhitzen mit Alkalien 
Bromwasserstoff abgespalten wird unter Bildung eines Deri- 
vates der sogenannten Anhydroglucose *). 

Die bemerkenswert‘glatte Umsetzung zwischen der be- 
kannten Aceto-1l-bromglucose mit Kaliumsulfid und Kalium- 
selenid zum Octaacetat eines schwefel- bzw. selenhaltigen 
Disaccharids‘*) lief hoffen, dafi sich auch das schwer abspalt- 
bare Bromatom am C€, unter geeigneten Bedingungen aus- 
tauschen liefie, ohne dafi Anhydridbildung oder Zerstérung 
des Zuckermolekiils erfolgte. Es mufiten so schwefel- bzw. 
selenhaltige Disaccharide erhalten werden, die an den C,- 
Stellungen durch ein Schwefel- resp. Selenatom verkniipft 
waren und in denen beide Glucosekomponenten noch die re- 
duzierenden Gruppen aufwiesen. Diese eigenartigen Verbin- 
dungen durften wohl einiges Interesse beanspruchen. 

Fiir die Ausfiihrung der Reaktion wurde die Aceto- 
dibromglucose (Formel I) zuerst in das Acetat des Methyl- 
glucosid-6-bromhydrins (Formel IL) tbergefiihrt®), wodurch 
die Gruppe am C, unangreifbar gemacht war. Dieser Kérper 


1) Fischer und Zach, Ber. Bd. 44, S. 132 (1911). 

*) Fischer und Zach, Ber. Bd. 45, 8. 3761 (1912). 

8) Fischer und Zach, Ber. Bd. 45, S. 456 (1912). 

*) Schneider und Wrede, Ber. Bd. 50, S. 793 (1917); Wrede, 
Biochem. Zeitschr. Bd. 83, S. 96 (1917); Wrede, Ber. Bd. 52, S. 1756 
(1919); Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 115 (1919); Diese Zeitschr. Bd. 112, 
S. 1 (1920). 

>) Fischer und Armstrong, Ber. 8d. 35, S. 837 (1902). 
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spaltet unter den im Versuchsteil beschriebenen Bedingungen 
bei etwa 130° mit einer alkoholischen Kaliumsulfidlésung 
Bromkali ab. Zugleich verliert er aber auch einen Teil seiner 
Acetylgruppen. Der durch Abdampfen des Alkohols erhaltene 
wasserlisliche Sirup gab nun nach dem Reacetylieren mit 
Essigsiureanhydrid und Natriumacetat oder auch mit Essig- 
siureanhydrid und Pyridin das schén kristallisierende Acetat 
des Dimethylglycosids des gewiinschten Disaccharids: 











O 
2 CH, Br — CH — CH — CH —CH — CH + K,S 
Oac Oac Oac OCH; 
| “4 | 

CH, -- CH — CH — CH — CH — CHOCH, 

— Oac Oac Oac 

7 | , | | 
CH, — CH — CH — CH — CH —CHOCH, + 2 KBr 

Oac Oac Oac 


Durch Verseifen mit methylalkoholischem Ammoniak ge- 
lang die Abspaltung der Acetylgruppen, wonach sich das 
Dimethylglycosid (Formel IV) ebenfalls gut kristallisiert er- 
halten lief. Dies konnte leicht mit verdiinnten Saéuren ge- 
spalten werden, wodurch der Zucker selbst (Formel V) ge- 
wonnen wurde, der, wie zu erwarten war, starke Reduktion 
von Fehlinglésung zeigte, Verbindungen mit Hydrazinderi- 
vaten gab (die zwar nicht deutlich kristallisierten) und sich 
zu einem kristallisierten Octaacetat (Formel VI) verwandeln 
lie. Auch gab der Zucker bei der Oxydation mit Brom 
eine Séiure, von der ein schwer ldésliches, kristallisiertes Kal- 
ziumsalz erhalten wurde. 

Die analoge Reaktion trat bei Verwendung von Kalium- 
selenid und Kaliumdiselenid ein. Auch hier wurden sehr schén 
kristallisierende Verbindungen erhalten. Im Gegensatz zu 
dem Disaccharid, in dem die (©,-Gruppen der Glucosereste 
durch Selen verbunden sind'), ist das Selen hier sehr fest an 
das C,-Atom gekniipft, wird z. B. beim Monoselenid nur recht 


') Wrede, Bioch. Zeitschr. Bd. 83, S. 99 (1917). 
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langsam durch alkalische Bleilésung abgelést und auch nicht 
mit verdiinnter Salpetersiure als elementares Selen abge- 
schieden. 

Auf alle drei neuen Methylglycoside lieB sich eine Wir- 
kung von Hefe oder von Emulsin nicht feststellen, was nach 
den Beobachtungen, die Fischer und Mitarbeiter bei Glyco- 
siden von der in der ©,-Stellung veriainderten Glucose gemacht 
hat), von Interesse ist. 

Hine eigenartige Beobachtung wurde gemacht, als anstatt 
der K, Se-Lésung eine K Se H-Liésung zur Umsetzung verwandt 
wurde. Trotzdem jeder Sauerstoffzutritt méglichst vermieden 
war, wurde das Diselenid eines Disaccharides gebildet, das 
auch andererseits durch direkte Verwendung einer K,Se,- 
Lésung entstand. Wie diese Oxydation zustande kommt, ist 
mir vorerst noch nicht erklarlich. — Seltsamerweise geben das 
Diseleno-disaccharid und sein Dimethylglucosid (jedoch nur 
die acetylfreien Verbindungen!) mit einer alkoholischen Lé- 
sung von ammoniakalischem Silbernitrat Silbersalze von der an- 
nihernden Zusammensetzung ©, H,, 0;SeAg und C,H,, 0, SeAg. 
Die Verbindungen reagieren hier scheinbar wieder so, als 
lagen Hydroselenide vor. Die Molekulargewichtsbestimmungen 
des acetylierten und des acetylfreien Diseleno-methylglycosids 
ergaben jedoch die fiir das Disaccharid geforderten Werte. — 
Die Monosulfide und -selenide zeigten keine Neigung, derartige 
Silbersalze zu bilden. — Ich hoffe, diese Verhiltnisse spiiter 
noch kliéren zu kénnen., 

Da mir zur Darstellung des Ausgangsmaterials, der Aceto- 
dibromglucose, keine fliissige Luft zur Verfiigung stand, ver- 
suchte ich mit gutem Erfolge die Kondensation des Brom- 
wasserstoffgases in einem Bade von Kohlensiure-Ather, das 
sich im Vakuum befand. Durch Verwendung besonders starker 
GlasgefiBe lieB sich leicht in einer Portion bis 100 g Penta- 
acetylglucose in das Dibromid iiberfiihren. Gelegentlich der 
Darstellung der Aceto-dibromglucose wurde das bisher noch 
nicht beschriebene optische Verhalten bestimmt, ebenso das 





1) E. Fischer, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 178 (1919); Fischer, 
Helferich und Ostmann, Ber. Bd. 53, S. 874 (1920). 
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des Methylglucosid-6-bromhydrins. — Da ich bei der Uber- 
fiihrung der reinen Aceto-dibromglucose in das Methylgluco- 
sid-6-bromhydrin nicht die erwiinschten Ausbeuten erzielen 
konnte, versuchte ich diese zu verbessern durch Verwendung 
von Athylalkohol zur Umsetzung. Es wurde so — iibrigens 
in nicht wesentlich gréBerer Ausbeute — das noch nicht 
bekannte Triacetat des Athylglucosid-6-bromhydrins (For- 
mel VII) in gut kristallisierter Form gewonnen, das im fol- 
genden mit beschrieben werden soll. 

Bei der Reacetylierung der Mutterlaugen von der Dar- 
stellung des Methylglucosid-6-bromhydrins wurden zwei Kérper 
erhalten, von denen sich der eine als das von K. Fischer 
und Mitarbeitern') beschriebene Tetraacetyl-glucose-6-brom- 
hydrin (Formel VIII) durch Schmelzpunkt (127° korr.) und 
Drehung (+ 12,1°) kennzeichnen lief. (Dieser Kérper wurde 
von Fischer und Mitarbeitern aus Aceto-dibromglucose durch 
Schiitteln mit heifiem Eisessig und Silberacetat erhalten: 








O 
| | 
CH, Br — CH — CH — CH — CH — CHBr + CH, COO Ag 
Oac Oac Oac 
° 
= CH, Br — CH — CH — CH — CH — CHOac-+ AgBr). 
Oac Oac Oac 


Daneben fand sich eine geringe Menge eines schén kristalli- 
sierenden Kérpers, der bei gleicher Zusammensetzung bei 
171° (unkorr.) schmolz und eine Drehung von ca. +- 108° 
zeigte. Beide Kérper entstehen nebeneinander aus Aceto- 
dibromglucose, von der eine geringe Menge noch in den oben 
erwahnten Mutterlaugen vorhanden war, mit Essigsiure- 
anhydrid und Natriumacetat. Den Kérper vom Fp. 171° 
méchte ich als a-Form des Tetraacetyl-glucose-6-bromhydrins 
bezeichnen, den von Fischer und Mitarbeitern beschriebenen 
als die B-Form. Die o-Form lift sich fast quantitativ aus 
Aceto-dibromglucose erhalten, wenn man diese mit Essigsiure- 
anhydrid und Zinkchlorid kurz aufkocht. (Dieser Versuch 
wurde auf Anregung von Herrn Prof. Brigl-Tiibingen an- 





') Fischer, Helferich und Ostmann, Ber. Bd. 53, S. 877 (1920). 
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gestellt, der vor kurzem die Beobachtung machte, da die 
bekannte Aceto-1-bromglucose — ebenso wie manche andere 
Halogenzuckerderivate — mit Essigsiureanhydrid und Zink- 
chlorid fast quantitativ a-Pentaacetylglucose gibt. Durch 
Vergleich mit diesem Ergebnis diirfte sich unter anderem die 
Berechtigung zu der vorgeschlagenen Bezeichnung ergeben.) 



































6 5 4 3 2 1 
I CH, Br — CH — CH — CH — CH— CH Br 
Oac | Oac Oac | 
O 
II CH, Br — CH — CH — CH — CH — CH - OCH, 
Oac | Oac Oac | 
O 
iil S  =(CH,—CH—CH—CH— CH —CH-OCH,), 
oo] Oac | Oac Oac | 
Se, O 
IV S = (CH,—CH —CH — CH —CH—CH-OCH,), 
Se 7 OH | OH OH | 
Se, O 
V S —=(CH, —CH — CH — CH —CH—CH-OH), 
Se J OH | OH OH 
| See | O 
VI S =(CH,— CH —CH—CH—CH— CH: Oac), 
[Se | Oac | Oac Oac 
| Seg | O 
Vil CH, Br — CH — CH — CH — CH — CH - OC, H, 
Oac | Oac Oac | 
O 
Vill CH, Br — CH — CH — CH — CH — CH: Oac. 
Oac | Oac Oac | 
O 
Versuche. 


Darstellung der Aceto-dibromglucose. 


Die verwendete kristallisierte Pentaacetylglucose wird 
durch leichtes Erhitzen und Zerkleinern der Masse gekérnt, 
wonach sie ein wesentlich kleineres Volumen einnimmt. Sie 
wird in einer Menge von 50—100 g in eine Glasréhre eingefiillt, 
deren Wandung etwa 1 cm stark und deren lichte Weite etwa 
5 em ist. Die Réhre verjiingt sich am einen Ende zu einem 
starkwandigen Rohr von 1 cm lichter Weite, das nach dem 
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Fiillen sich leicht zuschmelzen lift. Der dicke Teil des Rohres 
wird in ein GefiS mit Kohlensiure-Athermischung gestellt 
und luftdicht innerhalb einer grofien Vakuumglocke angebracht, 
die kraftig evakuiert wird. Bei der so erreichten Temperatur 
(ca. — 120°) geht die Kondensation des Bromwasserstoffgases 
leicht vonstatten, namentlich wenn das Gas vorher durch eine 
Kiihlschlange vorgekiihlt wird, die mit Kohlensiure-Ather um- 
geben ist. — Das Offnen der Rohre (nach 8tigigem Stehen 
bei Zimmertemperatur) ist ohne Gefahr, wenn sie zuerst in 
einem Atherbade ganz allmahlich durch Zufiigen von fester 
Kohlenséiure abgekiihlt werden. Die weitere Aufarbeitung und 
Ausbeute ist ihnlich, wie sie Fischer angegeben hat. — Die 
spezifische Drehung eines mehrmals umkristallisierten Pri- 
parates wurde wie folgt bestimmt: 

I, 0,1818 g mit Essigester zu 5 ccm aufgefiillt zeigen im 2-dm-Rohr 
a = -+9,72°; [aj = + 184,4° 

II. 0,1120 g ebenso zeigen « = +-8,25°; [a] = + 184,1°% 


Aus dem Dibromid wird das Triacetat des Methyl- 
glucosid-6-bromhydrins (Formel II) in iiblicher Weise er- 
halten. (Aus 100 g Dibromid allerdings nur 70 g Glucosid.) 
Am reinen Praparat wurde beobachtet: 

J. 0,1481 g auf 5 ccm mit Essigester aufgefiillt zeigen im 2-dm-Rohr 
a = —0,46°; [a]> = —7,77°. 

II. 0,2025 g ebenso zeigen « = —0,63°; [a] = —7,78°. 


Triacetyl-athylglucosid-6-bromhydrin (Formel VII). 


_ 10 g der Aceto-dibromglucose werden mit 100 g absolutem 
Athylalkohol und 6 g trockenem Silbercarbonat etwa 6 Stun- 
den geschiittelt. Die filtrierte Fliissigkeit gibt dann mit Silber- 
nitrat keine wesentliche Triibung mehr. Es wird zur Lésung 
von schon auskristallisiertem Glucosid leicht erwarmt und ab- 
gesaugt. Beim Einengen im Vakuum kristallisiert der Kérper 
aus. Mehrmals aus Methylalkohol umkristallisiert, stellt er 
derbe Nadeln vom Fp. 154° (unkorr.) dar. 


7,543 mg : 11,670 mg CO, + 3,54 mg H,O; 6,035 mg : 9,370 mg CO, 
-+- 2,91 mg H,O; 0,1514 g: 0,0709 g AgBr. 
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C,,H,,0,Br (897,1)  Ber.: 42,31 C 5,33 H 20,13 Br 
Gef.: 42,20 5,25 19,93 
42,34 5,40 
Optisches Verhalten. I. 0,1795 g mit Essigester zu 5 cem auf- 
gefallt zeigen im 2-dm-Rohr « = —0,84°; [a],8 = —11,70°% 
II. 0,1825 g ebenso zeigen « = —0,86°; [a]f — —11,78°. 


Die Verbindung ist meist schwerer ldslich als das ent- 
sprechende Methylglucosid. Ausbeute 6,4 g aus 10 g Dibromid. 

Beim Behandeln mit methylalkoholischem Ammoniak wih- 
rend 10 Stunden bei 0° werden die Acetylgruppen abgespalten. 
Das Athylglucosid-6-bromhydrin lief sich jedoch nur als Sirup 
erhalten, der sich beim Reacetylieren in das Acetat vom Fp. 
154° zuriickverwandelte. 


a-'Tetraacetyl-6-bromglucose (Formel VIII). 


Entsteht in geringer Menge neben der $-Form beim | stiin- 
digen Erhitzen auf 100° von Aceto-dibromglucose mit Essig- 
siureanhydrid und Natriumacetat. Nachdem aus dem Reaktions- 
produkt durch Behandeln mit kaltem Wasser die Acetate ab- 
geschieden sind, lassen sie sich durch fraktionierte Kristalli- 
sation aus Methylalkohol voneinander trennen. Die schwerer 
lésliche a-Form kommt meist zuerst aus der Lésung heraus. 
Die $-Form zeigt den Schmelzpunkt von 127° (korr.) und eine 
Drehung von ca. + 12°, wie Fischer und Mitarbeiter be- 
schrieben haben. — Die a-Form wird zweckmiafig so her- 
gestellt, dafi man Triacetyl-dibromglucose mit dem dreifachen 
Gewicht Essigsiureanhydrid, in dem etwas Chlorzink gelést 
war, aufkocht. Nach einigen Minuten wird in Eiswasser ge- 
gossen, wonach das a-Acetat bald kristallinisch sich absetzt. 
Aus Methylalkohol feine weifie Nadeln vom Fp. 171° (unkorr.). 


5,236 mg : 7,880 mg CO, + 2,22 mg H,O; 4,886 mg: 7,300 mg CO, 
+ 2,135 mg H,O; 0,2012 g; 0,0904 g AgBr. 
C,,H,,O, Br (411,1) Ber.: 40,88 C 4,66 H 19,44 Br 
Gef.: 40,78 4,74 19,12 

40,75 4,89 


Optisches Verhalten. I. 0,1802 g in 4,46 g Essigester (spes. 
Gew. 0,903) zeigen im 2-dm-Rohr «a = + 5,65°; [a]> = + 107,2° 
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ll. 0,0946 g in 3,087 g Essigester (spez. Gew. 0,903) zeigen « — 
+ 5,95°; [a] = + 107,5. 

lI. Nach weiterem mehrfachen Umkristallisieren (im ganzen 9 mal) 
zeigen 0,0806 g in 3,187 g Essigester (spez. Gew. 0,903) im 2-dm-Rohr 
« = + 4,98°; [a]'f = + 109,0°. 


Molekulargewichtsbestimmung: 
0,1408 g in 7,48 g Benzol zeigen eine Gefrierpunktserniedrigung 
von A = 0,287°. 
Mol.-Gew. Ber.: 411. Gef.: 405. 
Die Verbindung ist von der iiblichen Léslichkeit der Acetyl- 


zucker. Fehlinglésung wird beim Kochen kraftig reduziert. 


Hexaacetat des Dimethylglycosids des 
Bis-(glucosyl-6-)sulfids (Formel III). 

0,2 g metallisches Kalium werden in 40 ccm 96proz. 
Athylalkohol gelist. In die eine Hilfte der Flissigkeit wird 
trockener Schwefelwasserstoff bis zur Sattigung geleitet. Uber- 
schiissig geléster Schwefelwasserstoff wird durch einen Wasser- 
stoffstrom verjagt. Die beiden Halften werden dann wieder 
zur Bildung von Kaliumsulfid vereinigt. Diese Lésung wird 
mit 2 g des reinen Triacetylmethylglucosid-6-bromhydrins in 
ein SchieBrohr gefiillt, das nach dem Zuschmelzen zur Hilfte in 
ein Olbad getaucht wird, welches dann 2 Stunden auf 170° er- 
warmt wird. Die Fliissigkeit im Rohr ist dabei im lebhaften 
Kochen und zeigt die Temperatur von ca. 125—130°. (Er- 
warmen des Rohres in einem Schiefofen auf diese Temperatur 
gibt schlechte Ausbeuten!) Nach dem Abkiihlen wird das 
Rohr, in dem sich eine Menge Kaliumbromid kristallinisch 
abgeschieden hat, geéffnet und die Flissigkeit im Vakuum vom 
Alkohol méglichst befreit. Der Riickstand, ein schwach gelb- 
gefarbter, wasserléslicher Sirup, wird mit 20 ccm Essigsiure- 
anhydrid und 2 g wasserfreiem Natriumacetat 1'/, Stunden 
auf dem Wasserbade erhitzt. Nach Zugabe von etwa 30 ccm 
Alkohol wird der gréSte Teil des Essigsiiureanhydrids als 
Essigester abdestilliert. Der Riickstand wird mit kaltem 
Wasser versetzt und nach etwa 2 Stunden Stehen in 50 ccm 
warmen Ather aufgenommen. Die atherische Lésung wird mit 
Calciumchlorid getrocknet und auf etwa 15 ccm eingedampft. 
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Beim Stehen in Eis kristallisiert der Kérper in schénen weifen 
Nadeln aus. Dieselben zeigen nach mehrfachem Umkristalli- 
sieren aus Methylalkohol den Fp. 168° (unkorr.). Ausbeute 
etwa 0,4 g. 


4,350 mg : 7,815 mg CO, + 2,310 mg H,O; 5,035 mg : 9,050 mg CO, 
-+ 2,740 mg H,O; 26,7 mg : 8,05 ccm n/100 NaOH; 23,9 mg : 7,20 ccm 
n/100 NaOH (Schwefelanalyse nach Preg]l). 

CyeHy,0,,8 (638,3) Ber: 48,88 C 6,00H 5,028 
Gef.: 49,00 5,94 4,82 

49,02 6,09 4,82. 

Optisches Verhalten. I. 0,2168 g in 4,839 g Essigester 
(spez. Gew. 0,903) zeigen im 2-dm-Rohr « = —0,85°; [a]5 = —10,51°. 

II. 48,00 mg in 0,391 g Essigester (spez. Gew. 0,903) zeigen im 
1-dm-Rohr « = —1,20°; [#]} — —10,82° Mutarotation wurde nicht be- 
obachtet. 

Die Substanz lést sich leicht in Chloroform und in Kssig- 
ester, schwer in kaltem Methyl- und Athylalkohol sowie in 
Ather. In Wasser ist sie unléslich. Sie gibt mit einer alkali- 
schen Bleioxydlésung erst nach lingerem Kochen eine Abschei- 
dung von Schwefelblei, was allerdings zum Teil auf ihre Schwer- 
léslichkeit zuriickgefiihrt werden muf. Mit einer alkoholischen 
Lésung von ammoniakalischem Silbernitrat gibt sie auch bei 
langerem Stehen keine Fallung. In Aceton gelést und mit 
einer acetonischen Kaliumpermanganatlésung versetzt, entsteht 
erst nach einiger Zeit eine Entfairbung, offenbar erst, nachdem 
die Acetylgruppen durch das Ammoniak abgespalten sind. Mit 
einer alkoholischen Lésung von Kaliumhydroxyd bildet sich 
ein weiber Niederschlag (Kaliumsalz), der sich aber leicht im 
Uberschuf und auch in viel Alkohol lost. 


Dimethylglycosid des Bis-(glucosyl-6-)sulfids 
_(Formel IV). 

2 g des beschriebenen Acetates werden mit etwa 20 ccm 
absolutem Methylalkohol, der bei 0° mit Ammoniak gesiattigt 
war, 15 Stunden im KHisschrank aufbewahrt, wobei bis zur 
Liésung der Kristalle éfters geschiittelt wird. Dann wird im 
Vakuum bis zum Sirup abgedampft und in 90proz. Alkohol 
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gelist. Zu der Lésung wird bis zur eben beginnenden Triibung 
absoluter Ather gesetzt. Nach einigen Stunden Stehen im 
Eis ist das Methylglycosid in Form von derben Drusen aus- 
kristallisiert. Nach mehrfachem Umkristallisieren aus 90 proz. 
Athylalkohol schmilzt der Kérper bei 188° (unkorr.). 


7,087 mg (bei 105° im Vakuum getrocknet) : 11,28 mg CO, + 4,88 mg H,O; 
5,450 mg (ebenso) : 8,70 mg CO, +- 3,40 mg H,O; 16,7 mg (ebenso) : 
8,4 ccm n/100 NaOH. 


C,,H,.0,.8 (386,38)  Ber.: 43,49 C 6,79 H 8,30 S 
Gef.: 43,41 6,92 8,05 
43,54 6,98. 

6,225 mg (nach 24stiindigem Trocknen tiber Chlorcalcium) : 6,855 mg AgJ 
(Mikro-Zeisel- Bestimmung); 17,0 mg: 8,4 ccm n/100 NaOH; 69,57 mg 
verlieren 1,895 mg H,O (14 mm, 105°, 4 Stunden). 
C,,H,01;.8 + '/. H,O (395,38) Ber.: 7,59 CH, 8,11 S 2,28 H,O 

Gef.: 7,04 - 7,91 2,72. 


Molekulargewichtsbestimmung: 
0,1650 g (mach dem Trocknen itiber Calciumchlorid) geben in 
10,56 g Wasser eine Gefrierpunktserniedrigung von /\ = 0,078". 
©, 4H.9108 Ber.: 384 
Gef.: 371. 
Optisches Verhalten, I. 0,1532 g (4+ '/,H,O) in 5,291 ccm 
Wasser gelést zeigen im 2-dm-Rohr « = + 0,37°; [aj = + 6,39°. 
II. 16,382 mg (+ ?/, H,O) in 0,4529 g Wasser gelist zeigen im 1-dm- 
Rohr « = -+- 0,24°; [a] = + 6,66°. 
III. 20,58 mg (+ 1/, H,O) in 0,4476 g Wasser gelést zeigen im 1-dm- 
Rohr « = + 0,30°; [a]f = + 6,53°% 


Das Glycosid lést sich leicht in Wasser und in heifjem 
Alkohol, schwer dagegen in kaltem Alkohol oder in Ather. 
In heiBem, absolutem Alkohol gelést, kommt es beim Erkalten 
nicht wieder kristallinisch heraus, wohl aber tut es dies nach 
dem Lésen in 90proz. Alkohol. Die Substanz laft sich 
durch Essigsiureanhydrid und Natriumacetat durch 1 stiindiges 
Erhitzen auf 100° in das Hexaacetat vom Fp. 168° zuriick- 
verwandeln. Wenn man sie mit einer alkalischen Bleioxyd- 
lésung erhitzt, so wird erst nach laingerem Kochen Bleisulfid 
abgeschieden. In Alkohol gelést gibt sie, mit einer alkoholi- 
schen Kaliumhydroxydlésung versetzt, einen weifen Nieder- 
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schlag (Kaliumsalz), der sich leicht im Uberschu8 auflést. 
Mit kalter, wifriger Kaliumpermanganatléisung tritt momentan 
Entfarbung ein, auch mit einer acetonischen Kaljumperman- 
ganatliésung in einigen Minuten (Gegensatz zum Acetat!). Gegen 
Fehlinglésung ist dagegen die Verbindung véllig bestindig. 
Hier erfolgt erst eine Reduktion nach Aufkochen mit Saure. 
Kine Wirkung von Hefe oder von Emulsin auf die Glycosid- 
gruppen konnte rcht beobachtet werden (nach 24stiindiger 
Kinwirkungsdauer bei 37°). Der Geschmack der Substanz ist 
angenehm siif}. 


Bis-(glucosyl-6-)sulfid (Formel V). 


2 g des oben beschriebenen Methylglycosids werden mit 
20 ccm 5proz. Schwefelsiure in einem geschlossenen Réhr- 
chen im kochenden Wasserbade 3 Stunden erhitzt. Beim 
Offnen des Réhrchens zeigt sich keine Spur von Schwefel- 
wasserstoff. Die Saure wird jetzt mit Barytwasser genau 
ausgefillt. Nach dem Absaugen durch Kieselgur wird die 
klare Fliissigkeit im Vakuum eingedampft, der Riickstand 
in absolutem Alkohol gelést, nochmais filtriert und wieder 
eingedampft. Nun wird wieder in Alkohol gelést und mit 
wasserfreiem Ather der Zucker als weifes Pulver ausgefillt, 
das sofort im Exsikkator getrocknet wird. Die bei 100° im 
Vakuum iiber P,O, getrocknete Substanz sintert bei ca. 135° 
und ist bei ca. 150° fliissig. 
23,34 mg: 11,8 ccm n/L00 NaOH 
C,3H,,01,.5 (358,2)  Ber.: 8,95 S 
Gef,: 8,09. 


Optisches Verhalten. 0,1095 g in 6,11 com Wasser geldst 
zeigen im 2-dm-Rohr « = + 2,90°; [2] =-+ 80,9°. Mutarotation wurde 
eigentiimlicherweise nicht beobachtet. 

Das Disaccharid list sich sehr leicht in Wasser und in 
heiBem, nicht zu konzentrierten Alkohol. In den sonstigen 
Solventien zeigt es die iibliche Léslichkeit. Es gibt ebenso 
wie das Glycosid ein Kaliumsalz. Mit einer alkalischen Blei- 
oxydlésung tritt wesentlich rascher die Schwarzfirbung auf 
als beim Glycosid. Kaliumpermanganatlésung wird sofort ent- 
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farbt. Fehlinglésung wird in der Wirme stark unter Bil- 
dung von Kupferoxydul reduziert. Falls ein Uberschu8 an 
Fehlinglésung vorhanden ist, erfolgt jedoch Abscheidung von 
schwarzem Schwefelkupfer. Deshalb wurde von einer quantita- 
tiven Bestimmung des Reduktionsvermégens abgesehen. Eine 
sodaalkalische Lésung von Indigocarmin wird beim Kochen 
entfarbt. Es gelang nicht, mit Athylmercaptan (bei Gegen- 
wart von starker Salzsiure) eine kristallisierte Verbindung 
darzustellen. Mit Phenylhydrazin in essigsaurer Lésung trat 
beim Erhitzen bald die fiir die Bildung von Osazon charak- 
teristische Gelbfairbung ein, wobei sich gelbbraune, amorphe 
Massen abschieden. Weder aus ihnen, noch aus der ent- 
sprechend dargestellten Verbindung mit p-Bromphenylhydrazin 
konnten Kristalle gewonnen werden. — Oxydation des 
Zuckers mit Brom in wiafriger Lésung. 0,5 g des Zuckers 
werden in 2 ccm Wasser gelést und mit 0,8 g Brom versetzt. 
Nach 12 Stunden Stehen bei etwa 35° wird das iiberschiissige 
Brom verjagt und die Fliissigkeit mit Bleicarbonat behandelt. 
Es wird filtriert, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit, 
wieder filtriert und mit Calciumcarbonat gekocht. Nach dem 
Filtrieren wird die Lésung eingedampft und mit Alkohol ver- 
setzt. Durch Umkristallisieren aus Wasser erhilt man weifie, 
derbe Blattchen, die bei 250° noch nicht schmelzen. Die 
Analyse wiirde vielleicht fiir die Formel C,,H,,0,,5Ca, stimmen. 
Offenbar ist ein Molekiil Calciumoxyd an die entstandenen 
Carboxylgruppen, ein zweites Molekiil Calciumoxyd mit zwei 
Hydroxylgruppen in Verbindung getreten. 
4,540 mg: 2,745 mg CaSO,; 0,1210 g : 0,0605 g BaSO,. 


C.gH,,0,,8Ca, (466,4) Ber: 17,18 Ca 6,88 S 
Gef.: 17,8 6,87 


Octaacetyl-Bis-(glucosy!-6-)sulfid (Formel VI). 

Zur Acetylierung des Zuckers werden 0,5 g mit 5 ccm Essig- 
siureanhydrid und 7 ccm Pyridin 48 Stunden bei 0° aufbe- 
wahrt. Es wird mit etwa 25 ccm Eiswasser versetzt. Die 
ausgefallene Masse wird in Ather geldst, dieser getrocknet, 
auf wenige ccm eingedampft und mit Petrolither bis zum 
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Beginn der Triibung versetzt. Beim Stehen kristallisiert 
das Acetat in Drusen aus. Fp. 163° (unkorr.) nicht ganz 
scharf. Der Kérper macht auch nach dem Umkristallisieren 
noch keinen ganz reinen Eindruck, was unter Beriicksichtigung 
des Umstandes, dafi «- und 8-Formen nebeneinder entstanden 
sein diirften, nicht verwundern kann. Wegen der Verluste 
beim Umkristallisieren wird aber von einer weiteren Reini- 
gung abgesehen. 
19,6 mg: 5,5 com n/100 NaOH. 
Cy, H5,0,.8 (694,4) Ber.: 4,62 S 
Gef.: 4,49 S. 
Optisches Verhalten. 13,10 mg in 0,3696 g Essigester (spez. 
Gew. 0,903) zeigen im 1-dm-Rohr a = +4 1,80°: [a]? + 56,2°. 
Der Kérper ist relativ leicht léslich in den meisten orga- 
nischen Solventien. Er reduziert beim Kochen Fehlinglésung. 


Hexaacetat des Dimethylglycosids des 
Bis-(glucosyl-6-)selenids (Formel III). 

Die Verbindung wird analog dem Sulfid hergestellt. Der 
Selenwasserstoff wird aus Aluminiumselenid und Wasser be- 
reitet, wobei im Wasserstoffstrom gearbeitet wird, mit dem 
man zum Schluf} den iiberschiissigen Selenwasserstoff ver- 
dringt. Aus 2 g des Acetylmethylglucosid-6-bromhydrins 
erhalt man 0,7 g des Selenids in langen, weifien Nadeln. 
Dabei entstehen immer, auch bei sorgfaltigem Abschlu® von 
Luft, geringe Mengen (0,15 g) des Diselenids, das jedoch leicht 
durch Kristallisation abzutrennen ist. Verjagt man den Selen- 
wasserstoff nicht geniigend aus der alkoholischen KSeH- 
Lésung, so ist die Ausbeute an Diselenid gréfer. — Nach 
mehrfachem Umkristallisieren aus Methylalkohol zeigt das 
Monoselenid den Fp. 179—180° (unkorr.). 

5,655 mg : 9,390 mg CO,-+ 2,91 mg H,0; 6,464 mg : 10,76 mg CO, 
+ 3,34 mg H,O; 22,7 mg: 3,4 ccm n/100 NaOH; 35,37 mg : 5,10 ccm 
n/100 NaOH’). 


C,,H5,0,,Se (685,5) Ber.: 45,51 C 5,59H 11,55 Se 
Gef.: 45,28 5,76 11,86 
45,40 5,78 11,42, 
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Optisches Verhalten. I. 0,1917 g in 4,470 g Essigester (spez. 
Gew. 0,903) zeigen im 2-dm-Rohr a = — 0,24°; [a] $ = —3,1° 


Ii. 32,59 mg in 0,4810 g Essigester (spez. Gew. 0,903) zeigen im 
1-dm-Rohr « = — 0,16°; [a]? = — 2,62° 

Die Substanz lést sich etwas schwerer als das entspre- 
chende Sulfid. Sie gibt ebenso wie dieses mit Kaliumhydro- 
xyd ein weilies Kaliumsalz. Mit einer alkoholischen Lésung 
von ammoniakalischem Silbernitrat bildet sich kein Nieder- 
schlag. Eine acetonische Liésung entfirbt acetonisches Ka- 
liumpermanganat nur sehr allmiéhlich. Mit 50proz. Salpeter- 
siure entsteht keine Abscheidung von Selen. 


Dimethylglycosid des Bis-(glucosy1l-6-)selenids 
(Formel IV). 


Darstellung ebenso wie beim Sulfid. Aus 90 proz. Athyl- 
alkohol derbe Kristalldrusen vom Fp. 138° (unkorr.). 


7,251 mg (bei 105° im Vakuum getrocknet) : 10,24 mg CO, + 4,10 mg 
H,O; 24,0 mg (ebenso) : 5,5 com n/100 NaOH; 20,92 mg (ebenso) : 
4,8 com n/100 NaOH. 


C,,Hy,0,9Se (483,4) Ber.: 38,76C 6,05H 18,27 Se 
Gef.: 38,52 6,83 18,15; 18,17. 


64,2 mg (24 Stunden iiber Chlorcalcium getrocknet) verlieren bei 
105° im Vakuum (4 Stunden) 1,38 mg H,0. 
C,,H,,0,,Se + '/, H,O (442,4) Ber: 2,038 H,O 

Gef.: 2,15 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,2016 g (nach 24stiindigem Trocknen iiber Chlorcalcium) geben 


in 9,51 g Wasser eine Gefrierpunktserniedrigung von /\ = 0,093° 
C14 Hyo5 O10 Mol.-Gew. Ber.: 433. Gef.: 422, 


Optisches Verhaliten. I. 0,1000 g in 5,300 ccm Wasser geldst 
zeigen im 2-dm-Rohr «a—=-+ 0,55°; [a] —=-+ 14,58°, 

II. 0,1000 g in 5,120 com Wasser gelist zeigen im 2-dm-Rohr 
a—-+0,57°; [a] $ = + 14,59°. 


Die Verbindung erweist sich in Bezug auf Léslichkeit 
und Kigenschaften ganz ihnlich wie die Schwefelverbindung. 
Mit einer alkoholischen Lisung von ammoniakalischem Silber- 
nitrat entsteht kein Niederschlag. Mit Hefe und mit Emulsin 
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erfolgt in 48 Stunden bei 37° keine Verinderung. Mit al- 
kalischer Bleilésung entsteht erst nach lingerem Kochen 
Schwarzfirbung. Mit Kaliumpermanganat sowohl in wiafriger 
als auch in acetonischer Lésung erfolgt schnell Reduktion. 
Fehlinglisung ebenso wie eine sodaalkalische Indigocarmin- 
lésung bleibt beim Kochen unverindert. — Der Geschmack 
ist angenehm siif. 


Bis-(glucosyl-6-)selenid (Formel V). 


1 g des Methylglycosids wird mit 10 cem 5 proz. Schwefel- 
saiure 3 Stunden im kochenden Wasserbade hydrolysiert. Ge- 
ruch nach Selenwasserstoff tritt dabei nicht auf. Die Schwefel- 
siure wird sodann mit Bariumhydroxyd gefallt und der Zucker 
ebenso abgeschieden, wie beim Sulfid beschrieben wurde. Er 
stellt ein gelblichweifies, hygroskopisches Pulver von siifem 
Geschmack dar, das bei ca. 160° sintert und sich bei ca. 200° 
zersetzt. 


15,24 mg: 3,8 com n/100 NaOH 
Ci2H,.0,,Se (405,4)  Ber.: 19,54 Se 
Gef.: 19,75. 


Optisches Verhalten. I. 0,0748 g in 5,080 ccm Wasser gelést 
zeigen im 2-dm-Rohr «= - 2,07°; [a] —= + 70,3°. 


II, Ein anderes Priparat zeigt: 0,0367 g¢ in 5,00 com Wasser im 
2-cm-Rohr « = + 1,02°; [a]5 = + 69,5°% 


Auch diese Verbindung zeigt in 24 Stunden keine Ande- 
rung der Drehung. 


Die Léslichkeit ist die iibliche. Fehlingléisung wird 
stark beim Kochen reduziert, wobei mit einem Uberschuf 
von Fehlinglisung bald Bildung von Schwefelkupfer erfolgt. 
Sodaalkalische Indigocarminlésung wird beim Kochen entfarbt. 
Mit 50proz. Salpetersiure gibt der Kérper, zum Unterschied 
von der isomeren Verbindung, die das Selenatom in der C,- 
Stellung gebunden hat, keine Abscheidung von rotem Selen. 
In Bezug auf die Reaktionen mit Phenylhydrazin und Mer- 


captan verhalt sie sich ganz gleich wie das Sulfid. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXV. 21 
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Octaacetyl-Bis-(glucosyl-6-)selenid (Formel VI). 


Durch Acetylieren des Selenids mit Essigsiureanhydrid und 
Pyridin bei 0° wihrend 24 Stunden. Die Aufarbeitung ist 
ganz gleich der beim entsprechenden Sulfid. Kristallisiert aus 
Ather-Petrolither langsam in wenig gut ausgebildeten Drusen. 
Nach einmaligem Umkristallisieren zeigt die Verbindung einen 
etwas unscharfen Fp. von 150--155° (s. S. 14). 

20,1 mg: 2,75 com n/100 NaOH. 
Cys Hy, 0,,Se (741,5) Ber.: 10,68 Se 
Gef.: 10,84. 

Die Verbindung zeigt in Essigester eine spezifische Drehung 
von ca. + 40°. Sie lést sich in den meisten organischen Lé- 
sungsmitteln, aufer Ligroin, leicht. Fehlinglésung wird beim 
Kochen reduziert. 


Hexaacetat des Dimethylglycosids des Bis- 
(glucosyl-6-)diselenids (Forme! III). 


Entsteht durch Umsetzen von Acetyl-methylglucosid-6- 
bromhydrin mit einer athylalkoholischen Lésung von Kalium- 
diselenid in der geschilderten Weise’). Andererseits bildet 
er sich aber auch beim Umsetzen mit einer KSeH-Lésung 
und als Nebenprodukt bei der Darstellung des Monoselenids. 
Die Kristalle sind leicht von denen der Monoselenidverbindung 
zu unterscheiden und ohne Schwierigkeit durch Kristallisation 
aus Methylalkohol zu trennen. Aus 2 g des 6-Bromhydrins 
erhalt man ca. 0,8 g des Diselenids. — Die derben Kristalle 
sind leicht gelb gefirbt, doch kann man durch hiufiges Um- 
kristallisieren und durch Kochen mit Tierkohle die Verbindung 
auch fast weif} erhalten. Ein Unterschied im Schmelzpunkt 
eder in der Zusammensetzung ist jedoch durch die Farbung 
nicht bedingt. Fp. 148° (unkorr.). 


5,619 mg: 8,363 mg CO, + 2,55 mg H,O; 6,840 mg: 10,180 mg CO, 
+ 3,100 mg H,O; 19,23 mg:5,0 com n/100 NaOH; 36,7 mg:9,5 ccm 
n/100 NaOH. 


1) S. a. Wrede, Ber. Bd. 52, S. 1761. 
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Cog Hg, 01,5, (764,7) Ber: 40,80 C 501 H 20,71 Se 
Gef: 40,59 5,08 20,60 
40,59 5,07 20,50. 
Molekulargewichtsbestimmung: 
0,5400 g in 8 ccm absol. Alkohol (= 6,33 g) gelést zeigen eine 
Siedepunktserhéhung von A = 0,120°. 
Cy, H3,0,,8e, Mol.-Gew. Ber.: 765 
Gef.: 818. 
Optisches Verhalten. I. 0,1000 g in 4,695 g Essigester (spez. 
Gew. 0,903) gelést zeigen im 2-dm-Rohr o« = —1,90°; [«]$—-- 49,40°. 


I], 15,46 mg in 0,4692 g Essigester (spez. Gew. 0,903) gelist zeigen 
im 1l-dm-Rohr « = + 1,48°; [a] 3 —-+ 49,74° 


Die Verbindung ist unléslich in Wasser, schwer ldslich 
in kaltem Alkohol und in Ather, leichter in heiSem Alkohol. 
Gut lést sie sich in Chloroform und in Essigester. Sie gibt 
mit alkoholischem Kaliumhydroxyd einen weifien Niederschlag, 
der sich im Uberschu® wieder lést (Kaliumsalz). Mit einer 
alkoholischen Lésung von ammoniakalischem Silbernitrat ent- 
steht kein Niederschlag (s. dagegen den acetylfreien Zucker). 
Erst nach mehreren Stunden, nachdem offenbar durch das 
Ammoniak die Acetylgruppen abgespalten sind, erfolgt Tri- 
bung. In Aceton gelést, gibt das Diselenid nach einiger Zeit 
mit einer acetonischen Kaliumpermanganatliésung Entfarbung. 


Dimethylglycosid des Bis-(glucosyl-6-)diselenids 
(Formel IV). 

5 g des Acetates werden in ca. 100 ccm absolutem Methyl- 
alkohol unter Erwarmen gelést. Die Lésung wird nach dem 
Abkiihlen bei 0° mit trockenem Ammoniakgas gesittigt und 
15 Stunden bei 0° aufbewahrt. Nach Abdunsten des Lésungs- 
mittels im Vakuum wird der Riickstand zur Entfernung von 
Acetamid mehrmals mit trockenem Ather ausgeschiittelt, dann 
in etwa 20 ccm 98 proz. Athylalkohol gelést. Das Glycosid 
kristallisiert beim Erkalten in derben Krusten aus. Nach 
Umkristallisieren aus 98 proz. Athylalkohol, wobei man zweck- 
mifig direktes Tageslicht ausschlieSt, da sich die Verbindung 
sonst gelb fairbt, erhalt man hiibsche, aus derben Nadeln zu- 
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sammengesetzte Drusen. vom Fp. 96 bis 979 (nach vorherigem 
Sintern). — Zur Analyse wurde die Substanz zuerst 4 Stunden 
im Vakuum bei 80° und dann noch 4 Stunden bei 105° im 
Vakuum iiber P.O, getrocknet. 


4,340 mg : 5,15 mg CO, + 2,08 mg H,O; 5,310 mg: 6,300 mg CO,,. 
+ 2,59 mg H,O; 18,50 mg : 7,2 ccm n/100 NaOH; 13,82 mg :.5,4 com 
n/100 NaOH. 

C,,H,,0,,Se, (512,6)  Ber.: 32,77C 5,11 H 30,90 Se 
Gef.: 32,36 5,36 30,83 

32,36 5,46 30,95. 


Die Substanz, die nur iiber Chlorcalcium 24 Stunden bis . 
zur Gewichtskonstanz getrocknet war, verlor unter den oben 
geschilderten Bedingungen noch an Gewicht ca. 8°/o, was fiir 
1 Mol. Kristallalkohol gut stimmen wiirde. 

53,80 mg verlieren 4,30 mg an Gewicht; 204,3 mg verlieren 16,2 mg 
an Gewicht. 


C,,H.,0,).Se, +1 C,H,O (558,6) Ber.: 8,24 Alkohol 
Gef.: 7,99, 7,93. 


Molekulargewichtsbestimmung: 


0,2164 g in 9 ccm absol. Alkohol (= 7,11 g) geben eine Erhiéhung . 
des Siedepunktes um 0,062°. 
C,H, 0,¢8e. Mol.-Gew. Ber.: 512 Gef.: 565. 


Optisches Verhalten. I. 0,1000 g in 5,010 com Wasser zeigen 
im 2-dm-Rohr «= + 3,02°; [a]p> = -+ 75,65°, 


II. 0,1000 g in 5,00 com Wasser zeigen im 2-dm-Rohr o. = -+- 3,05°; 
[a] i$ = + 76,25°. 

Der Kérper ist leicht léslich in Wasser und in warmem 
Alkohol, sonst aber schwer léslich. Der Geschmack ist an- 
genehm siif. Mit alkalischer Bleioxydlésung gibt er beim 
Kochen bald Schwarzfirbung. Auch mit Fehlinglésung tritt 
beim Erhitzen schnell eine griinschwarze Verfarbung auf. 
Sodaalkalische Indigocarminlésung wird nicht beim Kochen 
veriindert. Mit wafriger Kaliumpermanganatlésung erfolgt 
momentan Entfarbung. 50 proz. Salpetersiiure bewirkt keine 
Selenabscheidung. Mit alkoholischem Kaliumhydroxyd ent- 
steht ein weiBer Niederschlag. Eine Wirkung von Hefe oder von 
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Emulsin konnte nicht festgestellt werden (48 Stunden 37°). 
‘Lést man den ‘Korper in 95proz. Alkohol und versetzt die 
‘Flissigkeit mit einer alkoholischen Lisung von ammoniakali- 
schem Silbernitrat, so erfolgt langsam (etwa innerhalb !/, Stunde) 
die Abscheidung eines hellgelben, dicken Niederschlages. Die 
Analyse wiirde fiir ein Silbersalz des 6-Seleno-methyl- 
-glucosids ungefahr stimmen. 


4,365 mg : 3,34 mg CO, + 1,33 mg H,O; 68,8 mg: 26,6 mg AgCl. 
C,H,,0,SeAg (364,2)  Ber.: 29,62 Ag 23,06C 3,60H 
Gef.: 31,62 20,87 3,41, 


Die Verbindung ist bis auf kleine Reste in Wasser lés- 
lich und mit Alkohol daraus wieder amorph ausfallbar. Offen- 
bar sind auch die Hydroxylgruppen des Glucosids an der 
Bindung des Silbers beteiligt, da das Hexaacetat nicht mit 
ammoniakalischem Silbernitrat reagiert. Das Monoselenid 


und -sulfid gibt, wie erwahnt, keine Verbindungen dahnlicher 
Art. 


Bis-(glucosyl-6-)diselenid (Formel V). 


Das kristallisierte Methylglycosid wird mit der zehnfachen 
Menge 5proz. Schwefelsiure 3 Stunden auf 100° gehalten. 
Nach Ausfiallen der Schwefelsiure wird der Zucker abgeschie- 
den, wie friiher beim entsprechenden Sulfid geschildert wurde. 
GelblichweiBes, hygroskopisches Pulver von siifem Geschmack, 
das sich bei etwa 125° unter Schwarzfirbung zersetzt. Mit 
alkalischer Bleioxydlésung erfolgt beim Kochen rasch Bildung 
von schwarzem Selenblei. Auch mit Fehlinglésung entsteht, 
bevor die Abscheidung von Kupferoxydul beobachtet wird, 
Dunkelfarbung. Sodaalkalische Indigocarminlésung wird beim 
Kochen entfarbt. 


12,98 mg : 5,30 com n/100 NaOH, 
C1 Hop O,, Se, (484,6) Ber.: 32,69 Se 
Gef.: 32,46. 

Optisches Verhalten. 0,0910 g in 5 ccom Wasser zeigen im 
2-dm-Rohr «a = -+ 5,07°; [a] — + 189,3° Bei einem anderen Pri- 
parat wurde gefunden: 36,73 mg in 4,930 com Wasser im 2-dm-Rohr, 
a = + 2,17°; [a] = + 145,6° Mutarotation wurde nicht beobachtet. 
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In Alkohol gelést gibt der Zucker ebenso wie sein Methyl- 
glycosid mit einer alkoholischen Lésung von ammoniakalischem 
Silbernitrat einen Niederschlag, dessen Analysenzahlen unge- 
fihr auf die Formel C,H,,0,SeAg stimmen. 


Octaacetyl-Bis-(glucosyl-6-)diselenid (Formel VI). 


0,5 g des Bis-(glucosyl-6-)diselenids werden mit 5 ccm 
Essigsiureanhydrid und 7 ccm Pyridin 24 Stunden bei 0° auf- 
bewahrt. Es wird dann in Kiswasser gegossen und abgesaugt. 
Der feste Riickstand wird in Ather gelést und mit Petrol- 
iither versetzt. Nach lingerem Stehen in der Kilte bilden 
sich kleine Kristalle, die aus Ather-Petrolather umkristallisiert 
werden. Fp. nach vorherigem Sintern zwischen 175 und 179° 
(unkorr.). Die Verbindung ist offenbar noch nicht ganz rein 
(s.S. 297). Doch wird wegen der Verluste beim Umkristal- 
lisieren von einer weiteren Reinigung abgesehen. 

3,407 mg : 5,250 mg CO, + 1,53 mg H,0O. 
Cos Hyp O,5Se (820,7)  Ber.: 40,940 4,67 H 
(Fef.: 42,03 5,03. 


Der Kérper ist in organischen Lésungsmitteln, aufer in 
Ligroin, leicht ldslich. Fehlinglésung wird beim Kochen 
geschwarzt. 











Zor Wertbestimmung der Hypophysenpraparate und anderer 
Wehenmittel. 
Von 
M. Kochmann. 
Mit 1 Kurve und 1 Abbildung. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1921.) 


Da die pharmakologische Wirksamkeit der Ausziige aus 
dem Hinterlappen der Hypophyse an eine Mehrheit von Sub- 
stanzen gebunden ist, die bisher noch nicht vollkommen isoliert 
werden konnten, so kann fiir die Wertbestimmung derartiger 
Extrakte nur eine biologische Methode in Betracht kommen. 
Bei der hauptsachlichsten Anwendung der Hypophysenpraparate 
als Wehenmittel ist es zweckmiabig, die pharmakologische Aus- 
wertung am Uterus vorzunehmen. P. Trendelenburg und 
Borgmann’) haben kiirzlich gezeigt, daf eine solche Wertbe- 
stimmung am isolierten Meerschweinchenuterus méglich ist. Vor- 
aussetzung ist es, ein Uteruspraparat zu verwenden, das isoliert 
in Ringerlésung keine Spontankontraktionen ausfiihrt. Die 
genannten Forscher verwendeten deshalb den isolierten Uterus 
kleiner Meerschweinchen im Gewicht von 200—250 g, der sich 
nicht spontan kontrahiert und unter Einwirkung der Hypo- 
physenpraparate zunichst nur eine Kinzelkontraktion ausfiihrt. 
Die Methode ist, wie Nachpriifungen ergeben haben, brauch- 
bar, wenn es auch manchmal vorkommt, daf selbst solche Uteri 
spontane rhythmische Kontraktionen zeigen und dann nicht ver- 
wendet werden kénnen. Die Uteri kleinerer und gréfierer 
Tiere lassen sich fiir die Wertbestimmung nicht benutzen, da 








1) P. Trendelenburg und E. Borgmann, Biochem. Zeitschr. 
Bd. 106, S. 239 (1920). 
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erstere zu schlecht reagieren und letztere immer die stiéren- 
den Spontanbewegungen aufweisen. 


Da es ziemlich schwer halt, Tiere von 200—250 g Gewicht 
in geniigender Anzahl zu erhalten, so versuchte ich, auch Uteri 
gréfierer Tiere fiir die Wertbestimmung verwendbar zu machen. 
Die gréferen Meerschweinchen stehen fast kostenlos zur Ver- 
fiigung, da die hygienischen Institute fiir die Wassermann-Re- 
aktion fast téglich solche verbluten, um méglichst viel Serum 
zu gewinnen. Es kam nur darauf an, diese Uteri durch eine 
passende Behandlung stillzustellen, so dafi sie keine Spontan- 
kontraktionen mehr ausfiihren. 


Nach vielen vergeblichen Versuchen, besonders durch 
Narkotika, Urethan, Alkohol usw. zu diesem Ziel zu gelangeia, 
kam ich zu folgender Methode, die darin besteht, den Kalk- 
gehalt der Ringerlésung zu vermindern und u. U. Magnesium- 
chlorid zuzusetzen. Das Gewicht der Tiere ist dabei gleich- 
giiltig und selbst schwangere Uteri kénnen verwendet werden. 
Im einzelnen ging ich folgendermafien vor: 


Von dem Uterus, der dem Meerschweinchen unter méglichst schonen- 
der Behandlung entnommen wird, wird das eine Horn in der gewéhnlichen 
Weise in 30 ccm Ringerlésung aufgehingt, indem das untere Ende an ein 
rechtwinkelig gebogenes Glasrohr gekniipft wird und die Spitze des Horns 
mit einem Schreibhebel (Sch) in Verbindung gebracht wird, der durch ein 
kleines Laufgewicht von 1,5 g passend belastet wird. Die Belastung darf 
nicht zu klein gewahlt werden, da sonst nach einer Kontraktion ein Ver- 
kiirzungsriickstand stérend wirken kann. Die Priparation geschieht in 
kalter Ringerlésung, der Schreibhebel schreibt mit anderthalbfacher Ver- 
gréBerung auf ein langsam sich drehendes Kymographion auf. Der kleine 
Glaszylinder (G), in dem sich das isolierte Horn in der Ringerlésung be- 
findet, steht in einem kleinen Akkumulatorenglase (A), das als Wasser- 
bad dient, und dessen Inhalt durch Flamme (Bunsenbrenner, dessen Schorn- 
stein abgeschraubt ist) und Thermoregulator auf 35° (nicht héher!) ge- 
halten wird (s, Abbildg.). Das Glasrohr, das zur Befestigung des Uterus- 
hornes dient, steht durch einen Gummischlauch mit einem Dreiweghahn (D) 
in Verbindung, der nach oben durch einen 20 cm langen Schlauch mit 
einem Trichter, nach unten mit einem 70 cm langen Glasrohr (R) ver- 
bunden ist. Vom Trichter aus Jat sich das ganze Rohrsystem mit Ringer- 
lésung fiillen, und durch die verschiedene Stellung des Hahnes wird der 
Inhalt des Zylinderglases bald mit dem Trichter, bald mit dem Glasrohr 
in Verbindung gebracht. Dieser Apparat dient zam Wechseln der Ringer- 
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lésung in dem Zylinderglase, indem man durch Heberwirkung den Inhalt 
heraussaugt, bezw. frische Ringerlisung durch den Trichter in das Zylinder- 
glas einfiillt. Die Durchliftung der Ringerliésung im Zylinderglase geschieht 
von einem mit Luft gefiillten Gasometer durch ein unten ausgezogenes 
Glasrohr (nicht gezeichnet), welches an das Rohr angebunden ist, das zur 


Befestigung des Uterushornes dient, und mit diesem bis auf den Boden | 


herabreichen muB6. 


Hat der Uterus einige regelmaBige Kontraktionen ge-. 
schrieben, so wird die Ringerlésung (R.L.) mittels der Wasch- 


vorrichtung, wie ich sie nennen will, durch eine Ringerlésung - 
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ersetzt, die nur '/,, des Kalkgehaltes der normalen Ringer- 
lésung enthalt (*/,, Ca R.L.). Der Uterus erschlafft nunmehr, 
und wihrend der Schreibhebel sich abwarts bewegt, wird noch 
auf 30 ccm der '/,, Ca R.L. 1 com einer 1°/oigen Magnesium- 
chloridlésung (10 mg MgCl,) hinzugefiigt. Der Uterus steht 
nunmehr im erschlafften Zustand still und fihrt keine spon- 
tanen Kontraktionen mehr aus. Bei den Uteri von Tieren 
bis 450 g Gewicht ist manchmal schon die '/,, Ca R.L. im- 


stande, den Uterus stillzustellen, so dai der Zusatz von MgCl, 
iiberfliissig wird. 


Nunmehr wird nach dem Vorgang von Trendelenburg 
und Borgmann (I. c.) mit $-Imidoazolylaethylamin HCl ge- 
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eicht, indem zuniachst 0,2 ccm einer Histaminlésung 1:100000 
zu dem Inhalt des Zylinderglases zugesetzt wird. Der Uterus 
macht daraufhin eine kleine Kontraktion. Wenn diese beendigt 
ist, wird der Inhalt des Zylinderglases in der beschriebenen 
Weise abgehebert und fiinfmal mit der gleichen Menge Normal- 
ringerlésung gewaschen. Darauf wird die Normallésung noch 
dreimal durch '/,, Ca R.L. ersetzt und von neuem 10 mg 
MgCl, zugefiigt. Nach vollkommener, sehr schnell eintreten- 
der Erschlaffung wird 0,4 ccm Imido-Lésung zugegeben, die 
Hoéhe der Kontraktion aufgeschrieben, wiederum in derselben 
Weise wie vorher ausgewaschen und 0,6 ccm der Imido-Lisung 
hinzugefiigt. In seltenen Fallen mu® noch die Kontraktion 
nach 0,1 bezw. 0,8 cem Histaminlésung 10—° aufgeschrieben 
werden. Um das Muskelpriparat des Uterushornes nicht zu 
schadigen, empfiehlt es sich, jedesmal vor Ersatz der Normal- 
ringerlésung durch '/,, Ca R.L. 3—5 Minuten zu warten. Die 
Kontraktionshéhe bei den verschiedenen Gaben des Histamins 
ist selbstverstindlich nicht immer vollkommen proportional 
der zugesetzten Giftmenge, aber sie steigt doch mit zunehmen- 
der Gabengréfie fortschreitend an. Wenn nunmehr die ,, Eichung“ 
durch Histamin beendet ist, wird die Wirksamkeit des zu 
priifenden Hypophysenextraktes gemessen, indem 0,2 ccm ver- 
schiedener Verdiinnungen des Hypophysenpriparates zu der 
Ringerlésung zugesetzt werden, in der sich das Uterushorn 
befindet. So lassen sich eine ganze Reihe von Bestimmungen 
ausfiihren, ohne dafi} die Erregbarkeit des Uterus in merk- 
barer Weise abnimmt. Davon iiberzeugt man sich dadurch, 
dafi man zum Schluf der Priifung noch einmal eine Dosis 
Histamin zusetzt, die eine submaximale Kontraktion hervor- 
ruft. Die Kontraktion mufi zum SchluB ebenso grof} sein wie 
zu Anfang des Versuchs. 

Aus der Héhe der Kontraktionen unter der Einwirkung 
der Hypophysenextrakte lafit sich durch Vergleich mit den 
,Histaminkontraktionen‘* der Wert ablesen und die Wirk- 
samkeit der Priparate in der Weise ermessen, daf} man be- 
rechnet, wieviel Histamin die gleiche Wirkung ausiibt wie 
1 g frische Driisensubstanz des Hinterlappens. Aus der bei- 
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gefiigten Kurve ergibt sich der pharmakologische Wert dreier 


verschiedener Hypophysenpriparate. 


Von Priparat a) tibt 0,2 ccm eines 0,2°/,igen Extraktes 


die gleiche Wirkung aus wie 0,6 ccm einer Histaminlisung 10~°, 
von Priéparai b) entsprechen 0,2 ccm des 0,2 °/, igen Extraktes 
etwa 0,3 ccm der Histaminlésung, 
von Praparat c) hat 0,2 ccm die gleiche Wirkung wie 
etwa 0,25 ccm der Histaminlésung. 
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a Spontane Kontraktionen des Uterus eines 750 g schweren 
Meerschweinchens. 


b—e Stillegung des Uterus durch ',, Ca R.L. + 10 mgr MgCl, 
(auf 30 ccm) und Kontraktion durch 0,2—0,4—0,6—0,8 ccm 
B-Imidoazolylaethylamin (10-5). 

f—h Kontraktionen auf je 0,2 ccm eines 0,2°/,igen Hypophysen- 
extraktes (Hinterlappen). 

i Kontrolle der Erregbarkeit durch 0,6 ccm der gebrauchten 
8-Imidoazolylaethylaminlésung. 


Auf frische Driise umgerechnet bedeutet das: 

Praiparat a) 1g frische Driise = 15 mg 8-Imidoazolyl- 
aethylamin. 

Praiparat b) 1 g frische Driise = 7,5 mg £-Imidoazolyl- 
aethylamin. 

















